Efectos del retinol (Vitamina A) en la activación de linfocitos T humanos y sus implicaciones terapéuticas by Allende Martínez, Luis Miguel
 
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
 
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS 
 
 
 
 
 
 
 
 
EFECTOS DEL RETINOL (VITAMINA A) EN LA ACTIVACIÓN 
DE LINFOCITOS T HUMANOS Y SUS IMPLICACIONES 
TERAPÉUTICAS 
 
 
  
MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR 
PRESENTADA POR 
Luis Miguel Allende Martínez 
 
  
 
 
Bajo la dirección de los doctores 
Antonio Arnaiz – Villena  
Alfredo Corell Almuzara 
 
 
 
 
Madrid, 1997 
 
 
ISBN: 84-669-2427-2 
EFECTOS DEL RETINOL (VITAMINA A) EN LA
ACTIVACIÓN DE LINFOCITOS T HUMANOS Y SUS
IMPLICACIONES TERAPÉUTICAS.
V8B0
Dr.
Va B0 Director de tesis
Dr. Alfredo Coreil Alnujzara
Luis M. Allende Martínez
(Autor)
21.864
de tesis
1
..¿ <~ ?6)-<
TESIS DOCTORAL
EFECTOS DEL RETINOL (VITAMiNA A) EN LA
ACTiVACIÓN DE LINFOCITOS T HUMANOS Y SUS.
IMPLICACIONES TERAPÉUTICAS.
ML IDDI•iIIBIIII 114111
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE
AUTOR: Luis Miguel Allende Martínez
DIRECTORES: Dr. Antonio Arnaiz-Villena
Dr. Alfredo Corelí Almuzara
LUGAR DE
REALIZACION:
Servicio de Inmunología
Hospital Universitario “12 de Octubre”
Madrid
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
1997
II
1
¡
u
3
1 a mis padres
¡
1
u
u
¡
u
¡
¡
¡
u
¡
¡
¡
1
¡ LII
u
u
¡
u
¡ AGRADECIMIENTOS:
u
¡
- Me gustaría dejar patente mi más sincero agradecimiento al Dr. Antonio Arnaiz
¡ y al Dr. Alfredo Coreil por su dirección y apoyo contante durante todo este tiempo, sin
los cuales no hubiera sido posible la elaboración de este proyecto de tesis doctoral.
u
¡ - A todos mis compañeros y amigos del Servicio de Inmunología del Hospital
Universitario “12 de Octubre” de Madrid por su continua ayuda en todos los campos,
entre los que destaco a Agustín Madroño, Pilar Gutiérrez, Alberto López Goyanes,
¡ Miguel Angel García Pére4 Milagros Pérez García, Antonia Ramírez, Rafael Góngora,
3 Carlos Rodríguez-Gallego...
¡
- Muy especialmente también, a mi hermano Fran, a mis abuelas y como no a
U
¡
3
¡
u¡ Iv
u
INDICE
1.- ~SUMEN .
II.- INTROBUCCION 4
11.1.- Los retinoides 5
11.1.1.- Estructura y bioactividad de los retinoides 5
11.1.2.- Metabolismo de los retinoides 7
11.1.3.- Proteínas que unen retinoides 12
11.1.3.1.- Proteínas plasmáticas .13
11.1.3.2.- Proteínas citoplasmáticas 13
11.1.3.3.- Receptores Nucleares 14
11.1.4.- Acciones biológicas de los retinoides 17
11.1.4.1.- Morfogénesis 18
11.1.4.2.- Teratogénesis .19
11.1.4.3.- Carcinogénesis 20
11.1.4.4.-En la piel 21
11.1.4.5.-En el Sistema Inmune 26
11.1.4.5.1.-En el linfocito T 26
11.1.4.5.2.-En el linfocito B 28
11.1.4.5.3.-En los linfocitos Natural Killer 30
11.1.4.5.4.-En la producción de interleucinas 31
11.1.4.5.5.-Enlaapoptosis 33
11.1.5.- Uso terapéutico de los retinoides 34
11.1.5.1.- Enfermedades dermatológicas 34
11.1.5.2.- Cáncer 35
11.1.5.2.1.- Leucemias .35
11.1.5.2.2.- Sarcoma de Kaposi 36
11.1.5.2.3.- Carcinoma de cabeza y cuello 36
11.1.5.3.- Inmunodeficiencias primadas 37
11.1.5.3.1.- Inmunodeficiencia común variable 37
11.1.5.3.2.- Síndrome Papillon-Lef’evre 38
11.1.5.4.- Inmunodeficiencias secundadas .39
11.1.5.4.1.-Sida 39
11.1.5.4.2.- Malnutúción 40
y
11.2.- Activación del linfocito T 42
11.2.1.- Mecanismo de la activación del linfocito T 42
11.2.2.- Estructura de moléculas importantes en la activación de los linfocitos T..~....45
11.2.2.1.- TCRICD3 45
11.2.2.2.- CD2. 46
11.2.2.3.- CD28 47
11.2.2.4.- CD25 47
11.2.3.- Consecuencias fUncionales en la activación del linfocito T 50
11.2.3.1.-Activación fisiológica a través del complejo TCRICD3 50
11.2.3.1.1.-Fenómenostempranos 51
11.2.3.1.2.-Fenómenos tardios 56
11.2.3.2.-Activación a través de CD2 58
11.2.3.3.- Activación a través de CD28 60
11.2.3.4.- Activación a través de CD25 62
11.2.4.- Moléculas inmunológicas inducidas o reprimidas por retinoides 64
11.2.4.1.- Regulación de la transcripción del gen de la IL-2 64
11.2.4.2.- Regulación de la transcripción del gen del IFN-y 65
11.2.4.3.- Regulación de la transcripción del gen de la cadena 13 de 65
LFA-1 (CD1S)
11.2.4.4.- Regulación de la transcripción del gen de ICAM-1 66
RL- OBJETIVOS 68
IV.- MATERIALES Y METODOS 70
1V. 1.- Grupos de población estudiados 71
JV.1.1.- Grupo control 71
IV.1.2.- Pacientes analizados 71
IV.2.- Obtención de las muestras 72
1V.2. 1.- Suero y leucocitos de sangre periférica 72
IV.2.2.- Obtención del material genético 73
IV.2.2.1.- Extracción del RNA citoplasmático total 73
IV.2.2.2.- Obtención del DNA complementado (cDNA) 74
1V.2.2.3.- Reacción en cadena de la polñnerasa (PCR) 74
IV.2.2.4.- Oligonucleótidos utilizados 74
TV.2.2.5.- Reacciones de amplificación del cDNA 75
VI
IV.3.- Determinaciones inmunoquimicas 76
IV.3.1.- Inmunoglobulinas totales 76
IV.3.2.- Componentes del sistema del complemento 76
JV.4.- Determinaciones fenotipicas 76
1V.4. 1.- Recuento leucocitado total y diferencial 76
JV.4.2.- Citofluorometria 76
IV.5.- Determinaciones fUncionales en PBMC 77
IiV.5. 1.- Respuesta proliferativa amitógenos 77
IV 5 2 - Producción de interleucinas 79
IV.5.2.1.- A nivel de proteina 79
IV.5.2.2.- A nivel de mRNA 79
IV.5.3.- Ensayos de fragmentación de DNA 81
IV.6.- Funcionalidad de linfocitos T-HVS 82
IV.6.1.- Inniortalización de linfocitos T con Herpes Virus Saimiri (HVS) 82
1V.6.2.- Respuesta proliferativa en líneas T-HVS 82
IV.6.3.- Síntesis de RNAs específicos de receptores nucleares de retinoides 82
V.- RESULTADOS 84
y.1.- Puesta a punto de sistema de estimulación conretinoides 85
y. 1.1.- Retinol - ácido retinoico 85
V. 1.2.- Medio de crecimiento libre de suero 86
V.1.3.- Tiempo de adición 86
V. 1.4.- Concentración óptima de retinol 88
V.2.- Efecto del retinol en las vías de activación de los linfocitos T 90
V.3.- Efecto de los diferentes anticuerpos monoclonales para activar vía 93
CD3: especificidad de la acción del retinol
V.4.-La co-estimulación producida por el retinol no es debida a una 96
disminución de la apoptosis
V.5.-Efecto del retinol en la inducción de citocinas 98
VS. 1.- A nivel de proteína 98
V.5.2.- A nivel de RNA mensajero 98
VII
V. 6.- Efecto del retinol en la inducción de marcadores de activación de las células T 101
V.7.- Estado inmunológico de los pacientes estudiados 103
V.B.- Efecto del retinol sobre la activación celular linfocitica 108
de los inmunodeficientes
V.9.- Efecto del retinol en la respuesta proliferativa de las líneas T-HVS 109
V.b.- Síntesis de RNAs específicos de receptores nucleares de retinoides en 111
las líneas T-HVS
VL- DISCTJSION 113
VI. 1.- El retinol es un co-estimulo importante en los linfocitos T activados 114
específicamente vía CD3
VI.2.- Inducción de citocinas y marcadores de activación celular 118
VI.3.- Tratamiento in vítro con retinoides en determinadas inmunodeficiencias 121
VIL- CONCLUSIONES 123
VIII.- BIBLIOGRAFIA 125
LX.- ANEXO.. 145
DL1.- Abreviaturas 146
VIII
1.- Resumen 1
L- RESUMEN
Luis M Allende Martínez
1.- Resumen
El término retinoide engloba un grupo de compuestos que incluye al ácido retinoico
(AR), el retinol (ROL) y una sede de derivados naturales y sintéticos que presentan actividad
tipo vitamina A. El retinol ejerce sus efectos a través de la interacción del complejo retinoide-
receptor nuclear de retinoide conregiones promotoras del DNA nuclear de genes inducibles por
ácido retinoico.
Los retinoides en general ejercen fUnciones muy importantes en la regulación,
diferenciación y homeostasis del desarrollo de vertebrados; además, cada vez se implican más
a estas moléculas en el desarrollo y maduración de gran vadedad de tipos celulares (incluidas
las del sistema inmune), así como en el tratamiento de diversas patologías: cáncer, enfermedades
dermatológicas e inmunodeficiencias.
Mediante el estudio de la proliferación celular en células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs), se ha analizado el papel del ROL en linfocitos previamente activados con
un amplio panel de mitógenos. Se ha utilizado tanto ROL como AR observándose un mayor
efecto del ROL, se ha estandarizado la concentración óptima de ROL y cual es el momento
adecuado de la adición del mismo. El efecto observado es realmente un aumento de proliferación
celular y no una disminución de la posible apoptosis inducida al estimular vía CD3.
Uno de los mecanismos por los que el ROL modula la mitogénesis a través de CD3, es
la inducción de la producción de IL-2 e lEN-y en PBMCs estimuladas previamente con
anticuerpos monoclonales anti-CD3. No se han observado efectos aditivos del ROL sobre la
síntesis de otras citocinas como IL-4, 1-6, It- 10 lo que claramente sugiere un perfil de
activación tipo Thl.
Además, las PBMCs que se estimularon con anticuerpos anti-CD3 y posteriormente con
ROL han mostrado un aumento de porcentaje de expresión y de densidad celular en diversos
marcadores de activación de células T (CD18, CD4SRO, CD25). El aumento de expresión de
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estos marcadores está en relación con la existencia de regiones de unión de retinoides sobre los
promotores de los genes de estas moléculas.
Por último, se ha estudiado el efecto del ROL sobre linfocitos T activados de diferentes
inmunodeficiencias encontrándose que sólo en aquellos casos en que la vía de activación del
CD3 se encuentra intacta, el efecto del ROL persiste. Estos hallazgos permiten plantear su uso
terapéutico en determinadas inmunodeficiencias.
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11.1.- LOS RETINOLDES
Los retinoides son una serie de compuestos derivados de la vitamina A que se han
revelado muy importantes para numerosos procesos biológicos tales como el crecimiento, la
regulación de la proliferación y diferenciación de los tejidos epiteliales, el mantenimiento de las
funciones visuales y en la reproducción.
Los efectos anti-infectivos de la vitamina A son conocidos desde hace tiempo, aunque
E su mecanismo de acción en el sistema inmune no es totalmente conocido. En los últimos afios
¡ se han identificando los receptores del ácido retinoico, pertenecen a una familia multigénica de
receptores nucleares que incluye los receptores para las hormonas esteroideas, tiroideas y
U vitamina D3, a través de los cuales los retinoides ejercerían sus fUnciones.
E
11.1.1.- ESTRUCTURA Y BIOACTIVIDAD DE RETINOIDES
La vitamina A es un compuesto isoprenoide formado por un anillo carbociclico de 6
3 miembros y una cadena lateral de 11 átomos de carbono. Pertenece a una familia de moléculas
¡ con estructura similar que se denominan de modo genérico retinoides (Figura 1). La actividad
de la vitamina A en los mamíferos se debe no sólo a los retinoides, sino también a ciertos
U carotenos ampliamente distribuidos en la mayoría de los vegetales. Los carotenos no poseen
actividad intrínseca de vitamina A por si mismos, pero son convenidos en vitamina A mediante
reacciones enzimáticas que tienen lugar en la mucosa intestinal y en el hígado: así el ¡3-caroteno,
U cuya molécula es simétrica, se escinde por su centro y rinde dos moléculas de retinol.
Los retinoides son una familia de moléculas de bajo peso molecular, derivadas de
moléculas hidrofóbicas de la vitamina A Estos compuestos exhiben sus efectos en el crecimiento
y diferenciación de muchos tejidos celulares y su empleo ha mostrado ser relevante clínicamente
3 para el tratamiento de algunos tipos de cáncer y de enfermedades dermatológicas.
3 Los retinoides que llevan a cabo esas fUnciones primordiales son: retinol (vitamina A),
LuisM AllendeMartínez
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ácido retinoico y otros metabolitos. El ácido retinoico es la forma oxidada del retinol, siendo el
ácido retinoico todo-trans (AT-RA) y el ácido 9-cis retinoico (9-cis RA) sus isómeros más
comunes. Algunos retinoides no son funcionales, sino moléculas de almacenamiento inactivas,
precursores metabólicos o derivados de las formas activas.
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Figura 1. Estructura de algunos ret¡noides
La estructura de la vitamina A y algunos de sus metabolitos se muestran en la figura 1.
La mayoría de los estudios de teratogénesis se centran en el estudio del ácido retinoico todo-
trans (AT-RA), aunque sus esteroisómeros [elácido 9-cis retinoico (9-cis RA) y el ácido 13-cís
retinoico (13-cis RA)] también exhiben las mismas funciones biológicas que el AT-RA.
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U Los cambios en la estructura del anillo carbocíclico resultan en diferentes componentes
bioactivos tales como: el ácido 3, 4 didehidroretinoico y el ácido 4-oxoretinoico (Sporn, 1994),U importantes en diferenciación celular. Dos derivados del ?etinol que han mostrado ser
importantes para el crecimiento de algunas células en cultivo, son el anhidroretinol y el 14-
hidroxi- 4, 14 retroretinol (14-HRIR) (Eppinger, 1993). El 14-HRR se requiere para el
crecimiento de células linfoides mientras que el anhidroretinol actúa como un antagonista de 14-
U HRR e inhibe el crecimiento de las células linfoides. Además hay una gran variedad de derivados
U sintéticos de los retinoides que se han utilizado en diferentes ensayos “in vitro” (Fanjul, 1994).
U 11.1.2.- METABOLISMO DE LOS RETINOIDES
El término “vitamina A’ es empleado para los retinoides que muestran actividad
¡ biológica del tipo “vitamina A”. La palabra retinoide fue acuñada por Sporn hace más de 25 años
e incluye las formas natural de la vitamina A (retinol) y sus análogos sintéticos (DeLuca, 1991).
Los seres humanos requieren cantidades pequeñas de vitamina A en su dieta (400 a
¡ 1300¡ig de retinol por día, según la edad). Esta cantidad se puede ingerir fácilmente en la
alimentación diaria en la mayoría de los paises occidentales, pero se ha demostrado que una dieta
deficitaria de vitamina A (especialmente en niños) es un problema de salud común en algunas
3 partes del mundo, dando como resultado xeroftalmia y un incremento de infecciones severas y
muerte (Semba, 1994; de Pee, 1996).
1 Absorción intestinal del retinol
Las fuentes principales de vitaminaA en la dieta son los carotenos procedentes de frutas
¡ y verduras y los ésteres de retinol procedentes de los tejidos animales (especialmente del
hígado).
3 En cada caso la absorción se produce de forma diferente (Figura 2):
U a) En el caso de los carotenos, son absorbidos como tales y escindidos a retinal en los
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enterocitos (Ong, 1993). El retinal se une a una proteina intestinal (CRIBPII), la cual le protege
de su oxidación a ácido retinoico y permite la reducción del retinal al retinol.
b) Por otra parte, los ésteres de retinol (ER) sufren una hidrólisis en el lumen intestinal
transformándose en retinol, de esta forma son absorbidos por los enterocitos y ya como en el
caso anterior se unen a CRBPII.
En los enterocitos el complejo retinol-CRBPII reacciona con ácidos grasos de cadena
¡ —. larga formando los ésteres de retinol, este proceso es catalizado por la enzima lecitina: retinol
¡ acil transferasa (LRAT) (Matsuura, 1993; Ong, 1987b). Los ésteres de retinol formados junto
con los triglicéridos y los ésteres de colesterol son incorporados en los quilomicrones que son
E las principales lipoproteinas intestinales.
¡ Transpone en forma de Quilomicrones
El componente proteico de los quiomicrones es extraordinariamente importante porque
los ésteres de retinol formados son incapaces por sí solos de pasar al liquido linfático. Las
U proteínas que forman parte de la estructura de los quilomicrones forman una cubierta hidrofilica
alrededor de dichos ésteres, haciéndolos hidrosolubles. Una vez en el sistema linfático, los
quilomicrones son transportados através del conducto torácico hasta el punto de unión de las
U venas yugular y subclavia, donde son secretados a la circulación general. Ya en la sangre se
¡ sucederán distintos procesos como la hidrólisis de triaciiglicerol y el intercambio de
apolipoproteinas que originará la formación de quilomicrones remanentes (Green, 1981). Los
quilomicrones remanentes contienen todo el retinol absorbido en forma de ésteres de retinol, son
¡ aclarados por células del parénquima hepático (Blomhoff, 1984; Figura 2), y pueden seguir dos
¡ vias:
a) Vía Extrahepática.
U Los quilomicrones remanentes son importantes en la entrega directa de los ésteres de
retinol a tejidos como la médula y el bazo ya que en estos tejidos se dan importantes procesos
Luis M Allende Martínez
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¡ de proliferación celular y diferenciación, En las células leucémicas mieloides se ha visto cómo
los quilomícrones aportan ésteres de retinol inhibiendo la proliferación celular e induciendo la
diferenciación de esas células (Wathne, 1988).
¡ b) Via hepática.
¡ En el hígado, las células parenquimales (hepatocitos) son responsables de la
incorporación de los ésteres de retinol (Blomhoff, 1984), estos son hidrolizados en la membrana
U plasmática o en los endosomas tempranos por una hidrolasa de ésteres de retinol (1-larrison,
¡ 1989) liberando retinol, que es transferido al reticulo endoplásmico (RE) (Blomhoff, 1985);
dentro del RE el retinol se acompleja con una proteína unidora de retinol (RBP) que se
U encuentra a alta concentración. El complejo RBP-retinol se transloca al aparato de golgi, se
¡ secreta y se exporta a las células estrelladas hepáticas.
Esa transferencia es bastante específica y ya en las células estrelladas el retinol vuelve
a ser re-esterificado a ésteres de retinol. En mamíferos más del 80% del total de vitamina A es
U almacenado en las células estrelladas hepáticas en forma de ésteres de retinol (Blomhoftl98S);
¡ esa reserva es suficiente en humanos al menos durante varios meses. Las células estrelladas
almacenan ésteres de retinol en grandes gotas lipídicas citoplasmáticas, donde el tamaño y
¡ número de las cuales depende de la cantidad de vitamina A presente (Wake, 1980). Las células,
¡ estrelladas se encuentran también en el intestino, riñón, corazón, ovarios y testiculo donde
también funcionan como almacenadoras de cantidades elevadas de retinol (Wake, 1980).
U Todo el retinol del plasma sanguíneo que no está asociado con los quilomicrones se une
a la RBP y es movilizado desde las células estrelladas al plasma, como RiBP-retinol. La facilidad
de las células estrelladas para controlar el almacenamiento y movilizar el retinol asegura que la
concentración en sangre de retinol esté siempre entorno a 2jig a pesar de las fluctuaciones
1 diarias en el aporte de vitamina A (van den Berg, 1996).
LuísM Allende Martínez
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Reciclaje de retinol
La proteína RiBP pertenece a una familia de proteínas que une pequeñas moléculas
hidrofóbicais como pigmeñtos biliares, etc. La estruc?tura tridimiensionaF dé RBP predice la
existencia de un bolsillo hidrofóbico capaz de unir una molécula de retinol (Newcomer, 1984).
La mayoría del RBP-retinol (21 lcD) se acompleja reversiblemente en el plasma con otra
proteína llamada transtiretina (TTR) (SSkD); este complejo trimolecular presenta menor
susceptibilidad de filtración renal que el formado solamente por RBP-retinol. Estudios cinéticos
(Green, 1987) indican que la mayoría del retinol plasmático que abandona la circulación general
LuisM Allende Martínez
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3 se recicla de 7 a 9 veces hasta que ya resulta inservible para los tejidos. Sólo el 20% deL.RBP-
retinol plasmático procede del hígado; el riñón aporta un 50% de RBP-retinol procedente de lo
¡ que se ha reabsorbido.
¡ Proteínas que unen retinoides
¡ RBP es la proteína plasmática que une retinoides, su función es el transporte de los
retinoides unidos a los tejidos diana (Blaner, 1989). El proceso por el cual el retinol se incorpora
¡ a las células diana depende de la existencia de receptores para RBP en dichas células (Bavik,
¡ 1991) (Figura 2). Una vez en el interior celular, la entrada del ácido retinoico al interior nuclear
de una célula diana depende de 2 tipos de proteínas que unen retinoides: CRBP (Proteína que
¡ une retinol a nivel celular) y CRABP (Proteína que une ácido retinoico a nivel celular).
¡ Mecanismo de acción del ácido retinoico
El ácido retinoico y sus isómeros son los compuestos flincionalmente activos de la
vitamina A a la hora de ejercer el papel correspondiente en el interior celular. La oxidación del
retinol a ácido retinoico se ha demostrado en numerosos órganos “in vitro”. El ácido retinoico
¡ se produce principalmente en el hígado y se libera a los tejidos diana a través de la circulación,
pero sus nivelesplasmáticos son muy reducidos, no estando claro si es porque se secuestra por
¡ las células diana donde ejercerá su función.
¡ Estudios bioquímicos y moleculares han demostrado que el mecanismo de acción del
ácido retinoico (Figura 2) es altamente homólogo al de las hormonas esteroideas y tiroideas.
3 Esto se ha confirmado tras el descubrimiento de al menos dos tipos de receptores nucleares de
¡ ácido retinoico:
¡ -BAR: Receptor de Acido retinoico
-RXA Receptor de otras formas de ácido retinoico
3 Ambos tipos de receptores tienen tres subformas diferentes (¿it, I~, y) que son codificados
¡ por genes diferentes y regulados independientemente. Las tres formas del RAR difieren qn su
LuisM Allende Martínez
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3 distribución tisular y en su nivel de expresión durante el desarrollo.
Esos receptores nucleares ejercen su función por la unión a secuencias específicas de
‘u
DNA llamadas, elementos de respuesta a ácido retinoico (RARE) y elemento~ de respuesta de
3 retinoides X (RXRE) las cuales se localizan en la región promotora de los genes retinoico-
¡ inducible (Lohnes, 1992). Hasta el momento se han identificado un número moderado de
RAREs en genes diana cuya expresión estaría controlada a nivel transcripcional por el ácido
¡ retinoico (Durand, 1992). Estos RAREs consisten en repeticiones directas (DR) de dos motivos
1 ¡ de la siguiente secuencia consenso 5’-[A/T]G[G/T]TCA separadas por cinco pares de bases
(DRS) en el caso de los genes inducibles por RARa (Leroy, 1991) y RARP (de Thé, 1990). Sin
3 embargo, estudios en el caso de RXR han mostrado su preferencia por la unión a motivos
¡ separados por una sola base (DRí) (Mader, 1992).
Se han identificado otros elementos de respuesta distintos a los RARE para RAR y RXR,
se ha demostrado que RARa puede unirse a un elemento de respuesta de la hormona tiroidea
3 (PIRE) sobre el gen de la hormona de crecimiento, esto explicaría que el ácido retinoico actúe
¡ de forma sinérgica con la hormona tiroidea y se estableciera el control transcripcional de la
hormona de crecimiento en células pituitarias (Umesono, 1988).
¡ Hay dos tipos de receptores de hormona tiroidea, denominados TRa y TRP. Ambos
¡ pueden formar heterodímeros con el RARa (Glass, 1989) y estos dímeros pueden unirse a
elementos de respuesta de la hormona tiroidea lo que resulta en un incremento transcripcional
¡ de algunos genes, aunque también en la regulación negativa de otros (Fanjul, 1994).
11.1.3.- PROTEINAS QUE UNEN RETINOIDES3
Como ya se ha mencionado anteriormente la forma que tienen los retinoides de ejercer
3 su fUnción es a través de unos receptores específicos que pueden ser plasmáticos,
citoplasmáticos y nucleares.
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3 11.1.3.1.- PROTEINAS QUE UNEN RETINOL A NIVEL PLASMATICO
¡ La RBP (Proteína que une retinol) está formada por una cadena polipeptídica de 182
aminoácidos con un peso molecular de 21 Kd, donde en su estructura se encuentra un dominio
¡ para la unión del retinol (Blaner, 1989). En la sangre, la RBP circula unida ‘con otra proteina
¡ sérica llamada transtiretina (o prealbúmina), que estabiliza todo el complejo.
La RBP es la única proteína conocida que une retinol a nivel sanguíneo (Newcomer,
¡ 1984; Noy, 1991); su función es la protección del retinol, debido a su extrema labilidad. Se ha
¡ demostrado que el retinol sin RIBP tiene una vida media muy reducida (12 horas) (Buck, 1991).
¡ 11.1.3.2.- PROTEINAS CLTOPLASMATICAS QUE UNEN RETINOIDES
¡ Entre las proteínas citoplasmáticas que unen retinoides se incluyen la CREP y la
CRABP. Estas proteínas unen sus ligandos (retinol y ácido retinoico, respectivamente) con alta
afinidad y especificidad. Tienen 2 funciones principales:
• a) como proteínas tampón
¡ CREP y CRABP son muy importantes en controlar y limitar la concentración de retinol
y de ácido retinoico libre que no está unido. La cantidad de retinol unido a CRBP y el no unido
¡ debe estar en equilibrio, sin embargo, la cantidad de retinol asociado a CREP es bastante mayor
¡ favoreciendo por tanto la disminución de la concentración de retinol libre (Levin, 1988; Noy,
1991).
u b) corno proteínas guía
Se encargan de dirigir adecuadamente la vitamina A hacia enzimas específicas del
¡ metabolismo (Boerman, 1991).
Ambas proteínas son similares estructuralmente (homólogas), pero no tienen el mismo
¡ patrón de distribución y se regulan de forma diferente durante el desarrollo embrionario, fetal
y neonatal (Blomhoff, 1990; Ross 1993):1 Luis M Allende Martínez
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3 a) CRUP (Cellular Retinol Binding Protein)
¡ A su vez se subdividen en CRBPI y CRBPII (BlomhoW 1990). CRBPI regula la
formación de la reserva principal de retinol que es en forma de ésteres de retinol (Ong, 1987a).
¡ CRBPII media el transporte intracelular de retinol durante la adsorción de éste componente
¡ desde el lumen intestinal (Ong, 1987a; Ong., 1987b).
La expresión de estas proteínas se regula por un mecanismo feedback, siendo los
¡ transcritos de CRBPI inducibles por ácido retinoico (Smith, 199 Ib) lo que regula la cantidad de
¡ retinol disponible para su conversión en ácido retinoico.
b) CRABP (Cellular Retinoic Acid Binding Protein)
Se subdivide en dos formas CRABPI y CRABPII (Blomhoff 1990; Giguere, 1990).
¡ Unen el ácido retinoico con alta afinidad (Blomhoff, 1991), su función principal es el transporte
¡ del ácido retinoico hasta el núcleo donde es transferido a los receptores nucleares (Takase,
1986). También se encargan del control intracelular de la cantidad del ácido retinoico libre en
1 una célula (Ruberte, 1991).
3 CRABPI y II son inducibles por ácido retinoico (Durand, 1992), por lo que existe un
mecanismo feedback encargado de la regulación del exceso de ligando que impide una
1 inapropiada expresión de genes inducibles por el ácido retinoico.
1¡ IL1.3.3.- RECEPTORES NUCLEARES DE ACIDO RETINOICO
Son los receptores que unen finalmente el ácido retinoico en el núcleo de la célula, hasta
3 el momento se han descrito dos tipos:
a) RAR (Receptor de Acido Retinoico)
Se han descrito tres tipos de RAR cuyos genes, en humanos, mapean en diferentes
• cromosomas:
1 - RARa: cromosoma 17 (Petkovich, 1987)
LuisM Allende Martínez
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- RARP: cromosoma 3 (Benbrook, 1988)
- RARy: cromosoma 12 (Ishikawa, 1990)
Se han encontrado proteínas homólogas para los tres receptores en los anfibios
(Ragsdale, 1991) y en las aves (Smith, 1991) lo que sugiere que esos tres genes ~e han
conservado a través de la evolución en vertebrados superiores.
Las proteínas RAR.s como miembros de la superfhmilia de los receptores nucleares están
formadas por cinco dominios designados de la A a la E (Figura 3) (Oreen, 1988). La estructura
común de esta superfamilia de receptores consiste en un dominio A/B en el extermo N terminal
de la molécula que es importante para la activación de la transcripción, un dominio C que es la
zona de unión al DNA y que además representa la región más conservada en esta familia de
receptores (Evans, 1988), un dominio D que contiene una señal de translocación nuclear y el
dominio E en el extremo C tenninal de la molécula que representa la región de unión al ligando
(ácido retinoico) (Napoli,1996).
/4113 ~=. CQH
Activación Unión Localización Unión al
transcripcional al DNA nuclear ligando
Figura 3. Dominios dc los receptores nucleares.
Cuando un mismo RAR se compara entre especies, las secuencias de aminoácidos tienen
gran homología (porejemplo entre humanos y ratón; Krust, 1989), sin embargo la comparación
LuisM AllendeMartínez
II.- Introducción 16
de los tres tipos de receptores (a, 13, y)dentro de unamisma especie revela que sólo las regiones
~‘ B, C y E son las homólogas en mayor grado. Esta observación implica que cada RAR podría ser
flincionalmente distinto, regulando una subclase de genes respondedores a retinoides diferente,
lo cual es coherente con el hecho de que la expresión espacio-temporal de los RARs es distinta
durante el desarrollo embrionario.
b) RXR (Receptor de retinoide X)
La familia de receptores RXR se compone también de tres subtipos (a, 3, y) los cuales
se conservan en las diferentes especies de los vertebrados (Leid, 1992).
Figura 4. Transactivación: mecanismo de acción de los retinoides.
Aunque se descubrió que la familia RXR tenía un ligando único y específico (9-cis RA)
lo que implicaba una supuesta vía de señalización distinta, diversos estudios han demostrado que
las familias de los receptores RAR y RXR podrían tener vías de señalización convergentes ya
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que se comprobó “in vitro” que heterodímeros RAR/RXR pueden unirse activamente a
elementos de respuesta de ácido retinoico (RAREs) y estos complejos transactivarían más
eficazmente los promotores inducibles que los homodímeros de esos receptores (Figura 4)
(Durand, 1992; Luisi, 1995).
El ácido retinoico todo-t’xms (AT-RA) es el ligando de alta afinidad para los receptores
RAR (a, P~ y) (Allegreto, 1993), mientras que el 9-cis RA es el esteroisómero activo del AB
RA y el ligando de altaafinidad tanto para los receptores RAR como RXR. Los heterodimeros
formados por RAR-RXR activan la respuesta transcripcional únicamente por la unión de 9-cis
RA. Esta variación de combinaciones podría empezar a explicar los efectos pleiotrópicos de los
retinoides “in vivo” (Perlmann, 1995).
11.1.4.- ACCIONES BIOLOGICAS DE LOS RETINOLDES
Los retinoides son una serie de moléculas capaces de controlar diferentes procesos
biológicos (Figura 5) muy importantes para el desarrollo de los vertebrados. Estas pequeñas
moléculas lipídicas pueden contener y comunicar tanta información gracias a la gran cantidad
de combinaciones regulatorias que pueden llegar a establecerse.
La acción de los retinoides es el resultado de las numerosas interrelaciones que se
establecen con una serie de hormonas, proteínas de unión, enzimas anabólicas y catabólicas,
receptores (actuando bien solos y/o en combinación con otros receptores hormonales) y
elementos de respuesta. Esta combinación de acciones se controla en todos los vertebrados con
un cuidadoso programa de regulación espacio-temporal.
A continuación se detallan algunas de las funciones más importantes desempeñadas por
los retinoides.
LuisM Allende Martínez
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Figura 5. Funciones biológicas dc los retinoides.
11.1.4.1.- MORFOGENESIS
La morfogénesis puede definirse como el conjunto de procesos a través de los cuales los
embriones o partes de ellos cambian de forma y los grupos de células cambian sus posiciones
relativas en el espacio (moviniientos morfogenéticos). La morfogénesis da lugar a la forma final
del individuo adulto estableciendo un patrón específico de tejidos y órganos que implican
relaciones definidas de unos con otros en términos de tamaño y contenido celular.
El desarrollo de un organismo pluricelular depende de señales morfogenéticas que son
producidas entre las células como consecuencia de cambios en la expresión génica.
Muchos estudios han demostrado que el ácido retinoico está implicado en algunos de
estos procesos, debido a su mecanismo de actuación a través de una serie de receptores
nucleares (RAR y RXR). Algunos de esos genes que son directamente regulados por eáos
receptores son genes expresados durante la embriogénesis, otros codifican para factores
RETINOIDES
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transcripcionales y otros para factores de crecimiento (Maden, 1994).
El tratamiento con retinoides causa malformaciones de las estructuras’(mienibros) que
surgen a lo largo del eje antero/posterior; la influencia de retinoides sobre el desarrollo
morfológico y sobre la regulación de genes implicados en el desarrollo (observando similitudes
entre el fenotipo de la teratogénesis mediada por retinoides y mutaciones en los genes
homeobox) sugiere que los retinoides puedan mediar en algunas de las funciones de la
colocación del eje antero/posterior que ocurre en la embriogénesis normal (Means, 1995).
11.1.4.2.- TERATOGENESIS
Durante el desarrollo de los vertebrados, el eje central del cuerpo debe ser establecido,
organizándose en la mayoría de los casos según el eje antero/posterior (de cabeza a cola). El
ácido retinoico exógeno puede producir efectos teratogénicos sobre el establecimiento de este
eje y la estructura que surga a partir de él, induciendo una gran variedad de malformacionés en
los vertebrados, las cuales han sido bien caracterizadas en el desarrollo de los humanos (Dai,
1992), hamster (Wiley, 1983) y ratones (Rutledge, 1994). Entre las malformaciones más
frecuentemente descritas destacan las que implican a estructuras craneo-faciales, cardiacas,
tímicas, del sistema nervioso central y en la primera estructura derivada del eje antero-posterior
(tubo neural).
El ácido retinoico causa distintos tipos de efectos teratogénicos en función de la
concentración y el tiempo de adición del ácido retinoico a los embriones en desarrollo (Hyatt,
1992).
Aunque se ha prestado menor atención a la teratogénesis asociada con la deficiencia de
vitamina A, hay también un amplio conjunto de malformaciones observadas en los fetos de las
ratas deficientes en vitamina A. Las anormalidades más frecuentemente encontradas implican
al desarrollo ocular llegando incluso ala anoftalmia (ausencia del ojo), al tracto genito urinario,
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al corazón y a los pulmones.
11.1.4.3.- CARCINOGENESIS
Los retinoides han mostrado tener una variedad de efectos en la diferenciación celular
y en el proceso de carcinogénesis. Recientemente el AT-RA y sus derivados se han usado como
agentes preventivos contra el cáncer y como alternativa en la quimioterapia anti-leucé’mica
(Love, 1994).
Los receptores nucleares juegan un papel fundamental en la fbncionalidad del AT-RA,
por lo que las funciones anti-cancerígenas de los retinoides deben a su vez ser mediadas por los
RARs. La expresión de los diferentes transcritos de RAR varía durante la progresión celular
desde el estado premaligno al estado maligno de las células. Analizando varios tipos de cáncer
se ha observado que la expresión del gen RAR-p en distintos carcinomas es mucho menor que
en las células control (Xu, 1994).
La transfección con un vector de expresión del gen RARf3 sobre células epidermoides
de carcinoma de pulmón ha mostrado el aumento del efecto anti-tumoral de este factor (Houle,
1993); por lo tanto, el papel del gen RAR¡3 parece ser muy importante en el mantenimiento y
la prevención de ciertos procesos malignos, mostrando que la disminución en su expresión los
haría más sensibles a padecer la transformación cancerosa.
En el caso de la leucemia promielocítica aguda (APL), es RARa, el que desarrolla un
papel muy importante en la patogénesis de la enfermedad (Warrel, 1993; Weis, 1994).
Recientemente, se conoce más en profundidad el papel regulador de los receptores RARs
sobre los genes homeobox (genes que codifican para factores de transcripción especificos de una
secuencia de DNA) quejuegan un papel muy importante en el desarrollo embrionario e incluso
en la diferenciación de muchos tipos celulares de animales adultos (Care, 1994). Ciertos genes
homeobos tienen propiedades oncogénicas cuando se activan incontroladamente (Perkins,
LuisM Allende Martínez
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1993), por lo que es probable que estos genes medien en la acción de los retinoides con respecto
a la diferenciación celular y al control del crecimiento de muchos tipos celulares.
3 11.1.4.4.- EN LA PIEL
¡ Los descubrimientos recientes que se han producido en las distintas áreas de
investigación de los retinoides, ha hecho posible un conocimiento más extenso y profundo de
¡ . las bases moleculares de la fisiología y farmacología de los retinoides a nivel de la piel.
3 La piel humana se divide en dos compartimentos fundamentales, epidermis y dermis. El
tipo celular principal de la epidermis son los keratinocitos. Los keratinocitos en la capa basal se
3 dividen y migran a través de la capa suprabasal diferenciándose en forma de barrera protectora.
¡ Los melanocitos también residen en la capa basal de la epidermis y son los responsables de la
síntesis de pigmentos que dan el color a la piel. La epidermis está separada de la dermis por la
membrana basal compuesta principalmente de colágeno tipo 1Vy tipo VII, laminina, fibronectina
3, y proteoglicanos. La dermis está formada por colágeno tipo 1, tipo III y elastina, los cuales son
¡ sintetizados por fibroblastos dermales.
Metabolismo de los retinoides en la piel humana
¡ Los ésteres de retinol y 13-carotenos incorporados desde la dieta son convertidos a
¡ retinol en el intestino y almacenados en el hígado en forma de ésteres de retinol. El retinol
liberado por el hígado es transportado por la circulación unido a RBP, de esta forma el retinol¡ es incorporado por las células de la piel a través de un proceso de difusión pasiva.
¡ En la piel humana el retinol es metabolizado en al menos 4 productos: ésteres de retinol,
¡ 14-hidroxi-4, 14 retroretinol, ácido 3, 4 didehidro retinoico y ácido retinoico. De la misma forma
que en el hígado los ésteres de retinol son la forma de almacenamiento, en la piel sucede lo
¡ mismo, produciéndose tras su hídrólisis retinol libre que es metabolizado por las células de la
¡ piel.
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¡ El tratamiento tópico con retinol de la piel humana incrementa los niveles de, LRAT
¡ (probablemente vía RAR) y la formación de ésteres de retinol en los keratinocitos de la capa
basal (Kurlandsky, 1996). Por lo tanto, la síntesis de ésteres de retinol por los keratinocitos de
3 la capa inferior de la epidermis proporciona a esas células una fuente de retinol durante su
¡ migración y maduración a las capas superiores. Esta hipótesis se confirma observando que los
keratinocitos maduros poseen la capacidad de metabolizar retinol al metabolito activo que es el
U ácido retinoico (Siegenthaler, 1990).
3 El proceso de biosíntesis de ácido retinoico desde el retinol sucede en dos pasos: el
retinol se oxida a retinaldehido el cual posteriormente se volverá a oxidar a ácido retinoico.
U El efecto del tratamiento de la piel humana con retinol produce alteraciones histológicas
1 y moleculares parecidas a las que suceden en respuesta a ácido retinoico, produciendo un
engrosamiento de la epidermis debido a un incremento en la proliferación de los keratinocitos,
ensanchando los espacios intercelulares, compactando la barrera epidermal e inducciendo la
¡ expresión de CREP y CRABPII.
¡ Los datos experimentales demuestran que el tratamiento superficial con retinol es más
eficiente que el tratamiento con ácido retinoico, debido a que el retinol muestra una efectividad
E mayor a ser transportado a la región subcelular correspondiente dentro de las células de la piel
3 (Chen, 1995).
Mecanismo de acción
¡ Los 3 mecanismos conocidos por los que, los receptores nucleares de retinoides modulan
3 la expresión génica son:
1. Transactivación a través de la unión a RAREs en los promotores de los genes diana
Diferentes genes han mostrado ser directamente regulados por ácido retinoico debido
E - a la existencia de RAREs en sus promotores. De éstos los mejor caracterizados en la piel
• humana son CRAiBPII, CREP y la keratina 6 (Fisher, 1995).
‘u
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Figura 6. Mecanismo de transactivación en la piel
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El heterodímero formado por RARy y RXRa se une a los RAREs sobre las regiones
promotoras de los genes que van a regular. La unión de ácido retinoico a RAIl-y activa la
formación del heterodímero RXR-RAR que estimula la transcripción génica (proceso conocido
como transactivación) (Figura 6).
2.- Transrepresión.
Este mecanismo involucra la interacción entre receptores de
componentes de AP-1 que producen la regulación en la expresión de
1993).
Al igual que la transactivación, la transrepresión también es dependiente de ácido
retinoico y es un proceso muy importante en la respuesta cutánea a la radiación solar. La
exposición prolongada de la piel a la radiación ultravioleta (Uy) es capaz de provocar el
envejecimiento temprano de la piel (Kligman, 1986), manifestándose en la aparición de arrugas,
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U disminución de la elasticidad cutánea y oscurecimiento de la piel. El daño principal es la
destrucción de la matriz extracelular de la dermis debido al acúmulo de metaloptoteinasas
(Fisher, 1996a). Los promotores de las metaloproteinasas contienen elementos de respuesta a
¡ AP-1, que son necesarios para su transcripción génica (Figura 7A). La exposición de la piel
humana a pequeñas dosis de radiación Uy activa el factor AP-l e induce la expresión de
metaloproteinasas nuevas (transactivación) (Figura 7A) que volverán a producir sus efectos
U adversos sobre la piel; este daño no es completamente reparado resultando en la formación de
¡ cicatrices que se irán acumulando llegando a producir el fotoenvejecimiento cutáneo.
TRANSACTIVACION TRANSREPRESION
A B C
uU
U ~ fl+ ¡U 7 1 N
U
Figura 7. A: el mecanismo de transactivación regula la inducción de metaloproteinasasU que provocan el envejecimiento de la piel. B: la transrepresíón produce la inhibición de
la inducción de metaloproteinasas mediante el bloqueo del sistema AP-1 RE/AP-1. C: la
trausrepresión mediada por AP-l también controla la inhibición de los genes reguladosU
por ácido retinoico.
U El tratamiento con ácido retinoico o con retinol de la piel humana bloquea mediante el
mecanismo de transrepresión la activación de AP-1 (Figura 7B) no llegándose a inducir la
expresión de las metaloproteinasas. Por tanto, el retinol y el ácido retinoico son agentes muy
importantes en la prevención de las alteraciones cutáneas (Fisher, 1996b). AP-1 es capáz de
• regular la transcripción de muchos genes que participan en la regulación del crecimiento,
diferenciación y respuesta a estress. La disregulación de AP-1 está asociada con
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transformaciones tumorales, enfermedades inflamatoriasy fotoenvejecimiento prematuro de la
piel.
Como se indica en la figura 7C, el mecanismo de transrepresión támbién regula la
transcripción de los genes que son inducidos por ácido retinoico, cuando los receptores de
retinoides interaccionan con el factor de transcripción AP-1.
3.- Competición con otro receptor nuclear
El tercer mecanismo de regulación génica, consiste en la competición de RAR y otro tipo
de receptor nuclear para la heterodimerización con RXR.
RXRa funciona también en la piel como una pareja heterodimérica con otros miembros
de la superfamilia de los receptores esteroideos (R) como son los de la vitamina D y los de las
hormonas esteroideas. La interacción de RXR con esos receptores nucleares provoca la pérdida
de unión por competición de RXRcon RAR Este complejo nuevo formado se une a elementos
de respuesta de hormonas específicas (1-tIRE) en los genes diana. La unión de ligandos (L)
(vitamina D y hormonas esteroideas) conocidos a esos receptores estimula el mecanismo de
transactivación por la unión de 9cis RA a RXRa.
COMPETICION POR RXR
rrw
‘VV
kÁÁÁÁÁÁÁ#
Figura 8. Mecanismo de competición.
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¡ 11.1.4.5.- EN EL SISTEMA INMUNE
ILX.4.5.1.-INFLUENCIA DE LOS RETINOIDES EN LA CÉLULA T -
El ácido retinoico controla la diferenciación de varios tipos celulares, aunque los
¡ mecanismos implicados en el desarrollo de la célula 1 todavía no se han dilucidado plenamente.
U Las múltiples etapas del desarrollo de los timocitos a linfocitos 1 maduros están marcadas por:
la adquisición de un fenotipo de célula madura, su proliferacián y el rescate selectivo de
U determinados timocitos de la muerte celular.
¡ Se ha comprobado como el ácido retinoico inhibe la maduración tímica, manteniendo a
los timocitos en un estadio de inmadurez caracterizado por el fenotipo CD3LD4tDW (Meco,
U 1994). Es decir, la supervivencia selectiva, la muerte celular y la conversión fenotípica son
eventosque pueden estar regulados muy finamente por estímulos extracelulares como el ácido
retinoico (que puede controlar los procesos morfogenéticos y la diferenciación; Maden, 1991).
A pesar de la influencia teratogénica del ácido retinoico sobre el desarrollo tímico en
¡ humanosyen roedores “in vivo” (Cohen, 1987; Shenefelt, 1972), su papel en la diferenciación
¡ de la línea linfoide T aún no ha sido suficientemente establecido, aunque cada vez se están
encontrando más evidencias del papel del ácido retinoico en el desarrollo timico:
U - Se ha demostrado la expresión de los genes RARa y RAR en células estromales del timo, y
¡ en células linfoides (precursores tímicos doble negativos CD4CD 89.
- La adición de ácido retinoico a células estromales tímicas doble negativas (CD4tD89 produce
U una reducción significativa de los timocitos doble positivos (CD4rCD8+). Esta reducción en la
¡ maduración de las células doble positivas causadopor el ácido retinoico puede también refle] arse
¡ en su capacidad de reducir una fuente de células en expansión “in vivo” y proporcionar así un
mecanismo de regulación del número de células viables para la subsiguiente selección
U - El proceso de maduración tímica también puede ser regulado por ácido retinoico debido a unaU inhibición de la apoptosis tímica inducida a través de CD3 (Iwata, 1992), así, el control
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¡ fisiológico del balance proliferación/apoptosis por el ácido retinoico minimizaría la expansión
¡ clonal aberrante sin comprometer la eficacia de la misma.
La desregulación de estos procesos sería responsable de los efectos teratogénicos de los
3 retinoides resultañdo en hipoplasia tímica asociada con deplección tímica y deterioro del
¡ desarrollo y funcionalismo celular de la línea T (Cohen, 1987; Shenefelt, 1972).
Activación de las células de estirpe T por retinoides
3 Se ha demostrado que los retinoides pueden ser cofactores importantes en la activación
¡ de células de linaje T (Garbe, 1992). Sobre timocitos humanos se ha visto que el ácido retinoico
mejora la respuesta proliferativa mediante un incremento de la expresión del receptor de la 11-2,
U que aumentaría la proliferación celular vía LL-2/IL-2R (Sidell,1988). Aparentemente, el ácido
¡ retinoico incrementala expresión del receptor de la 11-2 sobre timoblastos pero no sobre blastos
de linfocitos periféricos. Estas diferencias, junto con la observación que los timoblastos han
reducido generalmente su respuesta proliferativa a IL-2 cuando se comparan con blastos de
U . linfocitos periféricos, indican una diferencia fundamental en la regulación de los receptores de
¡ IL-2 y la utilización de la IL-2 por los linfoblastos derivados de los dos compartimentos. En
ambos casos las células que proliferaron fueron predominantemente CD8~CD4, lo que
U concuerda con los datos que demuestran que son las células CD4 las que producen
3 principalmente la 11-2 durante la estimulación inmune, perdiendo rápidamente la capacidad de
responder a 11-2, quizás para limitar su propio crecimiento (Gullberg, 1986).
U Se ha demostrado que el ácido retinoico aumenta la expresión de las dos cadenas
U inducibles del receptor de la 11-2: IL-2Ra e IL-2R13. En la cadena IL-2Ra se observa que el¡ aumento de su expresión se asocia al mantenimiento normal de su estabilidad.
También se ha confirmado el aumento de expresión de proteína y de transcritos de
U mRNA de la otra cadena inducible del receptor de la 11-2 (IL-2R13) (Robb, 1987; Siegel, 1987).
U LuisKL descubrimientos reforzarían que el papel del ácido retinoico en aumentar la
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U respuesta proliferativa vendría mediado por la unión de la 11-2 asu receptor biológicamente más
¡ activo (de alta afinidad ]IL-2R« 13y) (Sidelí, 1993).
Por el contrario, en linfocitos de sangre periférica el ácido retinoico parece no mediar
¡ una respuesta proliferativa por no verse afectado el receptor de la IIL-2. Sin embargo,
U recientemente se ha encontrado que una población de linfoblastos generados de linfocitos T
periféricos purificados pueden llegar a ser tan respondedores como los timoblastos cuando se
U coestimulan con ácido retinoico. Se cree que la pérdida de respuesta de los linfocitos de sangre
U periférica podría estar mediada por una serie de linfocinas secretadas por las células accesorias
que acompañan a las células T, lo que sugiere que la alteración en la expresión de los receptores
¡ de interleucinas (no sólo por aumento de expresión del receptor de la 11-2, sino influyendo
¡ también, negativamente en el receptor de la 11-6) podría ser el mecanismo principal por el cual
¡ el ácido retinoico influye en la respuesta inmune (Tosato, 1988).
¡ 11.1.4.5.2.- INFLUENCIA DE LOS RETINOIDES EN LA CELULA B
¡ La mayoría de los estudios realizados “in vivo” en linfocitos de sangre periférica
muestran al ácido retinoico como un factor estimulador del sistema inmune (West, 1994). En
U cambio, en experimentos “in vitro” empleando linfocitos aislados los resultados pueden, ser
¡ equívocos. Hay estudios donde se demuestra el papel estimulador (Buck, 1990), o inhibidbr
(BlomhoW 1992) de los retinoides sobre los linfocitos B. Estas discordancias pueden deberse a
U los distintos modelos celulares empleados y a las distintas concentraciones de retinoides
¡ utilizadas.
¡ En precursores de las células B (que se caracterizan por un fenotipo CD 1 9tCD20~ sIgMj
se han empleado diferentes sistemas de ensayo y condiciones de crecimiento y se ha demostrado
U el efecto inhibidor del ácido retinoico (Fahlman, 1995), tanto en hombre como en ratón.
U Tanto el AT-RA como el 9-cis RA inhiben fuertemente el crecimiento de las células BLuis KL Allende Martínez
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¡ precursoras humanas y murinas. Ambas isoformas de ácido retinoico inhiben la síntesis de
¡ precursores de células B a pesar de la estimulación con potentes activadores de la proliferación
de las células B como son la ionomicina+PMA y la 11-4+11-7. Hay estudios donde el efecto
¡ inhibidor de los retinoides parece estar mediado por el TGF-p ya que se ha comprobado que la
¡ inducción del crecimiento de células pre-B por 11-7 se puede inhibir por TGF-p (Lee, 1989) e
11-la (Suda, 1989).
E Bloqueando la acción del TGF-f3 con anticuerpos monoclonales, se comprobó que la
U adición de ácido retinoico tenía efectos inhibitorios sobre el crecimiento de las pre-B (Jacobsen,
1993), lo que indica una acción directa de los retinoides. Tanto el AT-RA como el 9-cis RA, a
¡ concentraciones fisiológicas, tienen efecto sobre células de linaje B humanas y murinas
¡ (Blomhoff, 1992).
¡ Durante estos últimos años se sabe que la apoptosis juega un papel importante en el
desarrollo funcional del sistema inmune tanto en el compartimento B (Neiman, 1991) como en
U el T (McConkey, 1990). Descubrimientos recientes demuestran la existencia de procesos
apoptóticos espontáneos en los linfocitos B humanos en reposo, que pueden ser inhibidos por
dosis fisiológicas de ácido retinoico (Fahlman, 1994).
¡ Tanto los precursores de las células B como los linfocitos B de sangre periférica
¡ responden a dosis fisiológicas de ácido retinoico (Ballow, 1996), por lo que el efecto de los
retinoides en la inmunidad mediada por linfocitos B puede alterar el balance
crecimiento/apoptosis.
U Diferentes estudios han demostrado los efectos del ácido retinoico en la inmunidad¡ mediada por anticuerpos (Saxon, 1993). En pacientes con inmunodeficiencia variable común
(CVI) se ha comprobado que el tratamiento con ácido retinoico induce en sus células B la
U expresión de un fenotipo mucho más diferenciado e incluso una correción parcial en sus niveles
3 de inmunoglobulinas (Zhang, 1997).
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Cultivando células B inmortalizadas con el virus de Epstein Barr (EBV) en presencia y
ausencia de ácido retinoico durante 6 días, se observó al final del cultivo una disminuci¿n de la
proliferación en presencia de ácido retinoico del 43% respecto a las células crecidas sin ácido
retinoico. El número de linfoblastos B no es el responsable del aumentó en la síntesis de
inmunoglobulinas en los sobrenadantes de cultivo. Buscando un factor soluble se encontró que
la 11-6 estaba aumentada (unas 40 veces) en los sobrenadantes de las lineas EBV (Tosato, 1988)
que se habían cultivado con ácido retinoico respecto a las líneas control.
Utilizando linfocitos B procedentes de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) que fueron estimuladas con SAC (Staphylococcus aureus de la cepa Cowan 1, que es
un mitógeno de las células B) se observó un aumento en la producción de IgO de unas 16 veces
al añadir diferentes retinoides (retinol y ácido retinoico) a una dosis óptima, no observándose
ningún efecto en la producción de otras inmunoglobulinas (IgA e IgM) (Wang, 1993a). Por el
contrario, utilizando linfocitos B procedentes de sangre de cordón (CBMC) estimulados
igualmente con SAC se observa un aumento en la síntesis de IgM de unas 6 veces al añadir
retinoides respecto al cultivo control (Wang, 1993b).
Estos resultados concuerdan con otros (Andersson, 1981) donde se muestra que las
CBMC producen sólo pequeñas cantidades de IgM (y nada de IgO o IgA) en respuesta a
activadores policlonales de células B. Por tanto, es coherente que el ácido retinoico aumente
solamente la síntesis de IgM; por el contrario, en PBMC de individuos adultos (que son
principalmente células B productoras de IgO), los retinoides incrementan la producción de IgG
(Ballow, 1996).
11.1.4.5.3.- INFLUENCIA DE LOS RETINOIDES EN LAS CELULAS NATURAL
KILLER
Se ha comprobado un aumento de la funcionalidad celular MC (citotoxicidad NK) en
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mujeres afectadas de cáncer de mama que fueron tratadas con el retinoide sintético N-(4-
hidroxifenil) retinamida (4-HPR), respecto a las no tratadas. El efecto producido fue nuevamente
sobre la funcionalidad NK no viéndose afectado el numero de células NK circulantes (Villa,
1993).
11.1.4.5.4.- INFLUENCIA DE LOS RETINOIDES EN LA PRODUCCION DE
INTERLEUCINAS
La función inmune es regulada en parte por la acción de citocinas. Se han establecido
2 patrones de secrección de citocinas que corresponden con dos tipos funcionales de células T
cooperadoras (Th). Los linfocitos Thl secretan linfocinas que son importantes en la respuesta
inmune celular mientras que los linfocitos Th2 secretan linfocinas importantes en la respuesta
inmune humoral.
Cada tipo celular regula el crecimiento y la actividad del otro. Asi, las células TIC
producen 11-10 (la cual inhibe la producción de lEN-y por células presentadoras de antígeno)
e 11-4 (la cual inhibe el desarrollo de las células Thl). Igualmente, las células Thl producen
lEN-y el cual inhibe la proliferación celular de las células TIC (Cantorna, 1994).
Se sabe que el ácido retinoico puede llegar a regular a nivel transcripcional la producción
de interleucinas (Dillehay, 1988), en algunos casos debido a la existencia en los promotores de
sus genes de elementos de respuesta a ácido retinoico (RAIREs).
Según las circunstancias (el sistema celular empleado, el estado de activación, la
concentración de retinoides utilizada) los retinoides podrían estimular la inflamación local
(Sidelí, 1988), o bien podrían tener efectos anti-inflamatorios. Podrían suprimir las reacciones
de hipersensibilidad retardada (Ney, 1987), inhibir la migración de neutrófilos y eosinófilos
(Orfanos, 1983) y disminuir la capacidad presentadora de antígenos por células epiteliales
(Dupuy, 1989). Todos esos efectos resultarían, al menos en parte, de la capacidad de los
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3 retinoides de inhibir la producción de interleucinas como 11-2 (Felli, 1991) e IFN-y (Abb~ 1982)
¡ y su capacidad de estimular la producción de la citocina inmunosupresora TGF- 13 (Glick, .1989).
En estados de hipovitaminosis A hayun desplazamiento del equilibrio de las poblaciones
celulares Thl-Th2 hacia un exceso de Thl que conlíeva asociado tina fúncionalidad insuficiente
• de la población TIC. Estudios realizados en humanos y otros animales han correlacionado el
déficit de vitamina A con el incremento en la susceptibilidad a infecciones (West, 1989). Para
U determinar las bases celulares del defecto funcional asociado a la deficiencia de vitamina A se
¡ estudió la alteración en la producción de IFN-y, observándose que a todas las concentraciones
de antígeno testadas, las células T deficientes en vitamina A secretan mayor cantidad de IFN--y
1 que los controles normales, no viéndose alterado el patrón de secrección de 11-2 e IL-4. Un
¡ mecanismo potencial para la regulación transcripcional del IFN-y víavitamina A sería a través
de los receptores nucleares del ácido retinoico (Petkovich, 1987; Carman, 1991).
Otra citocina regulada a nivel transcripcional es la 11-6 (Zitnik, 1994). Esta citocina tiene
¡ un efecto multifuncional sobre una gran variedad de células incluyendo a fibroblastos,
u macrófagos, células endoteliales, keratinocitos y linfocitos T y B. Una producción elevada de
11-6 se ha asociado con numerosas enfermedades como: artritis, meningitis, malaria, infección
U HIV, rechazo trasplante renal, carcinoma renal (Kishimoto, 1989).
U Los retinoides no estimulan la producción de 11-6 en fibroblastos estimulados con 11-1¡ y la producción de 11-6 por fibroblastos hepáticos humanos es inhibida por ácido retinoico.
Se cree que el mecanismo regulador de este sistema sería parecido a los anteriores: el
3 gen de la ]IL-6 es uno de los muchos genes que son regulados negativamente por ácido retinoico
¡ donde se incluiría también el factor de transcripción oct3 (Okazawa, 1991), las keratinas
epidermales K5, K6, K14 y K16 (Stellmach, 1991), el receptor de la progesterona (Clarke,
3 1991), la IL-2 (Felli, 1991) y la colagenasa (Schule, 1991). En la mayoría de los casos esos
¡ efectos inhibitorios son mediados transcripcionalmente aunque el mecanismo exacto por el cual
LuisKL Allende Martmaz
U
II.- Introducción 33
el ácido retinoico inhibe la transcripción génica no se conoce completamente.
11.1.4.5.5.-INFLUENCIA DE LOS RETINOIDES EN LA APOPTOSIS
La apoptosis o muerte celular programada está implicada en numerosos procesos
biológicos del desarrollo, de la homeostasis y en diversas patologías. La apoptosis se puede
producir en los linfocitos tras la estimulación a través del receptor antigénico. Esta estimulación
es una senal que normalmente va asociada a la activación linfocítica y a la proliferación celular;
sin embargo, en ciertos casos conduce a apoptosis; la apoptosis es uno de los mecanismos
implicados en la selección negativa de los timocitos (Smith, 1989), delección periférica de
células T maduras (Kawabe, 1991)y pérdida de células T no infectadas en la patología del SIDA
(Meyaard, 1992).
La apoptosis en células T ocurre mediante la inducción de la expresión de dos moléculas,
Fas (CD95) yFasL (Ligando del Fas) los cuales deben de interaccionar para que se transduzca
la señal apoptótica al interior celular (Ju, 1995). Se ha encontrado que ambas moléculas se
inducen en las 4 primeras horas tras la activación celular y que la apoptosis puede llegar a ser
bloqueada por inhibición competitiva de FasL. El mecanismo molecular por el cual se inhibe la
apoptosis implica al 9-cts RA que es capaz de inhibir la expresión de FasL tras su activación
(Yang, 1993); sin embargo, los retinoides no parecen tener ningún efecto significativo sobre la
expresión de Fas.
Aunque el ácido 9-cts retinoico inhibe la expresión de FasL a nivel de mRNA y de
proteína no se ha probado que esto ocurra a nivel de la transcripción. El análisis de las regiones
promotoras de Fas y FasL no revela la presencia de ningún elemento de respuesta a ácido
retinoico (RAPE) lo cual cierra una de las posibles explicaciones. Se puede pensar también en
la existencia de algún factor de transcripción tipo Myc-Max (Bissonnette, 1994) o nur77a
(Woronicz, 1994) que forme heterodímeros con RXR (Forman, 1995) participando en la
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inestabilidad de los mensajeros de FasL.
En linfocitos B humanos también se han descrito procesos apoptóticos, que pueden
(como en la linea T) verse inhibidos por dosis fisiológicas de ácido retinoico.
11.1.5.- USO TERAPEUTICO DE LOS RETINOIDES
11.1.5.1.- ENFERMEDADES DERMATOLOGICAS
La importancia del retinol (Vitamina A) en una serie de procesos biológicos: el
crecimiento, la regulación, la diferenciación y la proliferacián de tejidos epiteliales, el
mantenimiento de las funciones visuales y su papel en la reproducción se conoce desde hace
mucho tiempo (Wilson, 1953; Sommer, 1983; Bloem, 1990). El uso del retinol en el tratamiento
de enfermedades dermatológicas se introdujo hace más de 40 años (Keddie, 1948), pero los
numerosos efectos secundarios hicieron que su empleo quedara en desuso. La sintesis química
de análogos del retinol, ha permitido retomar esta vía de tratamiento; así el isotretinoin se ha
utilizado en el tratamiento de casos graves de acné, mientras que otros derivados aromáticos de
segunda generación tales como el etretinato y el acitretin, se han utilizado en el tratamiento de
psoriasis severa y en ciertas dermatosis (Larsen, 1992).
Los retinoides antagonistas de AP- 1 (retinoides de última generación) son hoy en día la
terapia más prometedora para la curación de las diversas enfermedades cutáneas.
La activación celular del sistema inmune y los procesos inflamatorios de la piel son
síntomas comunes a muchas patologías de la piel que en algunos casos están mediados por la
expresión de distintas citocinas inflamatorias que se regulan mediante los factores de
transcripción AP-1 y Nf-kB. Los retinoides actúan, como en el caso de los corticoesteroides;
inhibiendo los factores AP-1 mediante el mecanismo de transrepresión (Saatcioglu, 1994). Por
tanto, los retinoides sintéticos pueden llegar a ser unos agentes terapeúticos muy útiles en
distintos procesos inflamatorios y proliferativos con menores efectos secundarios que los
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3 retinoides convencionales.
1
11.1.5.2.- CANCER
3 Hoy en día, en la terapia contra el cáncer se están utilizando agetites químicos que
¡ intervienen en las distintas etapas del proceso cancerososo, para ello, se han diseñando nuevas
estrategias con diferentes compuestos (entre los que destacan los retinoides) que han mostrado
su eficacia (Greenwald, 1995).
1 Los retinoides son un nuevo agente quimiopreventivo que actualmente está alcanzado
¡ cierta importancia clínica (Hong, 1995). Desde hace tiempo se conoce la estrecha relación
existente entre vitamina A y desarrollo de cancer; el déficit de vitamina A en animales
1 experimentales se relaciona directamente con una tasa elevada de distintos procesos tumorales
3 debido, en parte, a su mayor sensibilidad a agentes carcinogénicos. Esto refleja la gran
importancia que tienen los niveles fisiológicos de retinoides para hacer frente a los procesos
¡ malignos (Lotan, 1996).
En modelos experimentales de carcinogénesis se ha mostrado la eficacia de los retinoides
en la prevención del desarrollo de cancer de piel, cavidad bucal, pulmones, glándulas mamarias,
¡ próstata, vegiga, hígado y páncreas. Ensayos clínicos efectuados en humanos han mostrado
fi también su efecto en cáncer del tracto digestivo, piel, mama y ovarios (De Palo, 1995).
¡ A continuación se presentan algunas patologías cancerosas donde también se ha
mostrado un efecto beneficioso del tratamiento con diferentes retinoides:
3 11.1.5.2.1.- LEUCEMIAS
Desde hace tiempo se sabe que el ácido retinoico puede causar diferenciación “in vitro”
3 de células leucémicas. Las células leucémicas promielocíticas (HL-60) se dividen continuamente
1 y permanecen indiferenciadas en cultivo, como consecuencia de la adición del ácido retinoico
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¡ al cultivo, paran de dividirse y empiezan a desarrollar las características de células blancas
maduras (granulocitos) (Takahashi, 1991).1
Además, ensayos dlinicos en pacientes con leucemia promielocítica aguda mostraron una3 respuesta adecuada al tratamiento con dosis altas de Al-RA, llegando incluso a un estado de
¡ remisión completa (Warrell, 1991).
1 11.1.5.2.2.- SARCOMA DE KAPOSI
¡ El Sarcoma de Kaposi (SK) es un tumor poco corriente de origen mesenquimático que
hoy en día es el tumor más frecuente en individuos infectados con el 1-11V.
¡ El mecanismo preciso que conduce a la aparición de la enfermedad no se conoce, pero
¡ se ha observado que la proliferación “in vitro” de las células con forma de huso del SK es
dependiente de varias citocinas y factores de crecimiento como son 11-lp, 11-6, PDGF y TNIF-
a, las cuales funcionan como moduladores autocrinos y paracnnos.
1 Se ha demostrado que las células en forma de huso del SK expresan el receptor nuclear
3 RARa y por tanto son respondedoras a retinoides en cultivo, mostrando un efecto anti-
proliferativo aconcentraciones bajas de retinoides. La disminución de la tasa de crecimiento de
¡ las células tratadas con ácido retinoico va también acompañada de cambios morfológicos en las
£ células y en su adhesividad, sugiriendo que el ácido retinoico está implicado en la alteración de
la diferenciación de lascélulas del 5K (Ouo, 1995).
1
H.1.5.2.3.- CARCINOMA DE CABEZA Y CUELLO
¡ La patogénesis del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC) es
completamente desconocida. Se han propuesto distintas anomalías genéticas para explicar la
1 transformación de estas células en células tumorales: a) alteraciones en oncogenes específicos¡ (myc) (Field, 1989), b) alteraciones en genes supresores de tumor como p53 (Boyle, 1993), ¿)
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cambios citogenéticos que involucran a distintos cromosomas (3, 11, 15, 17) (Nawroz, 1994)
y d) modificaciones de proteínas del ciclo celular (Callender, 1994).
El mecanismo primario que interviene en el mantenimiento de las células CCECC es la
activación de la transcripción de los genes TGF-a y EGFR, y se ha mostrado que TGF-a y
EGFR son reprimidos en su expresión tanto en tejido fresco como en lineas celulares
procedentes de pacientes con CCECC por el ácido retinoico.
La transcripción de gen de TGF-a se redujo en un 93% y la de EGFR en un 72% en una
línea celular de CCECC tras el tratamiento con ácido retinoico. Por lo tanto, estos resultados
podrían explicar el efecto clínico observado del ácido retinoico sobre lesiones premalignas y su
influencia en tumores secundarios en pacientes con cáncer de cabeza y cuello (Grandis, 1996).
11.1.5.3.- INMUNODEFICLENCIAS PRIMARIAS
11.1.5.3.1.- INMUNODEFICIENCIA COMUN VARIABLE
La inmunodeficiencia común variable (ICV) es la inmunodeticiencia primaria más común
en adultos (Rosen, 1992). Las manifestaciones clínicas más frecuentes incluyen infecciones
pulmonares recurrentes, malabsorción, enfermedades autoinmunes y un incremento en la
incidencia de enfermedades neoplásicas como linfomas, carcinoma gástrico y cancer de piel.
El principal defecto de la función inmune de estos pacientes es una marcada reducción
de la producción de inmunoglobulinas que puede estar acompañada con un número normal o
bien reducido de células B. Se cree que el defecto molecular en los pacientes con ICV es un fallo
en la diferenciación de la línea B aunque aproximadamente el 50% de los pacientes
diagnósticados de ICV también manifiestan alteraciones en la inmunidad celular: aumento de la
actividad supresora, disminución en la producción de interleucinas (IL-2, 11-4, 11-5, IFN-y),
respuesta a mitógenos deficiente y funcionalidad disminuida de las células NK.
Se han estudiado los efectos del ácido retinoico en la diferenciación de las células B
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empleando hibridomas B procedentes de células de individuos con ICV. La baja produqción de
IgM respecto a hibridomas de individuos normales se corrigió con el tratamiento de ácido
retinoico, que inducia un aumento en la producción de IgM entorno a 15 veces.
En sangre periférica los datos más relevantes del tratamiento con ácido retinoico son la
rápida disminución de los niveles de IL-6 (altos niveles de 11-6 son característicos de ICV) y
la mejora en la diferenciación de las células B de los pacientes diagnósticados de ICV (Saxon,
1991):
La disminución en los niveles de IL-6 podría ser el resultado del efecto del ácido 13 cis
retinoico sobre los monocitos y macrófagos que son la principal fluente de 11-6 en ICV. Esta
posibilidad se refuerza por estudios recientes que muestran que el ácido retinoico puede alterar
la diferenciación y activación de células de la serie mieloide (Douer, 1982).
IL1.5.3.2. SINDROME PAPILLON-LEFEVRE
El síndrome de Papillon-Lefévre (SPL) es una enfermedad de herencia autosómica
recesiva con una prevalencia estimada de 1 a 4 casos por millón en la población y clínicamente
se caracteriza por la conjunción de híperqueratosis palmoplantar en manos y pies, destrucción
de las estructuras dentarias deciduas, y posteriormente, también de la dentición definitiva (Preus,
1987); así mismo, los pacientes con SPL tienen una elevada susceptibilidad a padecer
infecciones, sobre todo cutáneas aunque también puede ser de tipo sistémico, como se ha
observado en el 20-25% de los casos (Haneke, 1975). Este síndrome fue descrito en 1924 por
Papillon y Lefevre (Papillon MM., Lefévre, 1924) y aunque los origenes de su patología son
desconocidos, se pueden deber a algún tipo de factor genético, ya que es relativamente frecuente
encontrar varios hermanos afectados dentro de la misma familia y se ha observado
consanguinidad en los padres de estos pacientes en el 33% deles casos (Haneke, 1979).
Antes de la utilización de retinoides en el tratamiento del SPL, la única terapia que se
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utilizaba era la extracción de las piezas dentarias infectadas bajo cobertura antibiótica y el uso
tópico de esteroides, que aún se sigue aplicando para mejorar el estado epitelial y aliviar los
síntomas de modo independiente (Borroni, 1985).
Debido a las manifestaciones cutáneas del Síndrome Papi]lon-Lefévre (que muchas veces
se confunden con psoriasis) varios pacientes se han tratados con retinoides. Se han descrito
casos del tratamiento más o menos eficaz con isotretinoin (Nguyen, 1986), etretinato (Bergman,
1988; Driban, 1988; Gelmeti, 1989) y acitretin (Nazzaro, 1988), que actúan disminuyendo las
erupciones cutáneas y la inflamación de la gíngiva dentaria, llegando a salvarse en algún caso
los dientes. No obstante, estas drogas no tienen siempre el resultado deseado y pueden tener
efectos secundarios.
11.1.5.4.- INMUNODEFICIENCIAS SECUNDARIAS
11.1.5.4.1.- VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA
Una de las principales vías de infección del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV)
es la transmisión vertical de la madre al feto (tasa de transmisión entre el 10 al 40%). Existen
factores de riesgo asociados como son: los partos prematuros, el orden de nacimiento, los
niveles bajos de células T CD4t maternales y la malnutrición (Boylan, 1991).
La vitamina A es un factor nutricional importante debido al efecto estimulador que tiene
sobre el sistema inmune ayudando a mantener la integridad de la superficie de las mucosas.
Embarazo e infección 111V son factores de riesgo para individuos deficientes en vitamina A
(Semba, 1993). Las consecuencias de un aporte reducido de vitamina A durante la infección
HIV incluye una disminución de la inmunidad, un incremento de la progresión a SIDA y un
aumento en la mortalidad infantil (Tang, 1993).
En individuos HAY la deficiencia de la vitamina A es relativamente común durante la
infección, los niveles séricos caen durante la enfermedad debido a una disminución de la
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absorción de la vitamina A procedente de la dieta (bien sea debido a diarrea o a la presencia de
patógenos intestinales), produciéndose a su vez la disminución en la movilizáción de las reservas
hepáticas de retinol durante la respuesta de fase aguda, acelerando por tanto su utilización por
tejidos diana e incrementando la pérdida de vitamina A a través dé la orina (Stephensen, 1993).
Los individuos adultos infectados con HIV que muestran déficit de vitamina A (< 1,05 pM)
mostraron 6 veces más riesgo de muerte que los pacientes infectados que no mantenían esa
deficiencia (Semba, 1993a).
11.1.5.4.2.- MALNUTRICION
El alto nivel de mortalidad y de enfermedades infecciosas asociado a poblaciones con
déficit de vitamina A, ha hecho que esta vitamina sea conocida por su efecto anti-infeccioso.
Aunque el déficit de vitamina A ha desaparecido prácticamente en los paises desarrollados, los
niños con una deficiencia media de vitamina A son más susceptibles a diarrea, enfermedades
respiratorias (Bloeni, 1990) y tienen unas tasas mayores de mortalidad en comparación con los
individuos con un aporte adecuado de vitamina A.
A nivel inmunológico la malnutrición afecta al peso y a la morfología de los órganos
linfoides, lo que unido a una deficiencia adicional de vitamina A, tiene efectos sinergisticos
conduciendo a una atrofla severa del bazo y timo que disminuye el número de linfocitos y
provoca una producción defectuosa de anticuerpos frente a antígenos virales o bacterianos
(Ahmed, 1991). También se han observado anormalidades en las subpoblaciones celulares T en
individuos con aporte insuficiente de vitaminaA (< 1,05 ¡M). El estudio mostró principalmente
que niños hipovitaminosis-A tienen una proporción de linfocitos T CD4 vírgenes
(CD4tCD4SRAt) muy reducida respecto a niños normales.
El aporte de la vitamina A produjo una reversión de las anormalidades, la relación
CD4/CD8 aumentó a 1,32 (respecto a un cociente en individuos normales de 1,3) y el porcentaje
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de las células CD4 (3 7%) se aproximó al de los niños con aporte adecuado de vitamina A
(40%). Por lo tanto, la vitamina A puede modular la diferenciación de las células CD4 (Ross,
1992).
El comportamiento celular B también se ve afectado por la hipovitaminosis-A: en niños
con déficit de vitamina A se observó una producción disminuida de lgG específica tras la
vacunación con toxoide tetánico. Esta producción de IgG recuperaba los niveles normales tras
el tratamiento con ácido retinoico (Semba, 1993b).
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3 11.2.- ACTIVACION DEL LINFOCITO T
11.2.1.- MECANISMO DE LA ACTIVACION DEL LINFOCITO T¡ El sistema inmune proporciona al organismo un mecanismo dinámico y flexible para
¡ responder específicamente a una amplia gama de antígenos (Ag) gracias a la existencia de dos
g componentes celulares específicos: los linfocitos T y B, responsables, respectivamente, de lo que
clásicamente se ha denominado como inmunidad celular y humoral, y dotados ambos de
3 receptores específicos distribuidos clonalmente. Se considera que el inicio del programa de
¡ activacion de la célula T requiere dos estímulos:
a) el estímulo crítico residiría en el adecuado contacto del Ag con el receptor de la célula
E T (TCRICD3). Este contacto implica la presentación de determinantes antigénicos en un bolsillo
1 de la molécula del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) situada sobre la célula¡ presentadora de Ag (APC) (Schwartz, 1985). La interacción del TCR con su ligando fisiológico
(Ag), en un contexto MIHC apropiado, iniciará la activación celular con la formación
¡ subsiguiente de segundos mensajeros. Estos afectarán finalmente a mecanismos de regulación
1 génica y culminarán con la división celular, además de darse la ejecución de funciones efectoras
(lisis específica de células blanco por parte de las células T citotóxicas o CTL) o reguladoras
£ (liberación de citocinas inmunoreguladoras por el linfocito T cooperador) (Seder, 1994; Carter,
¡ 1996). Entre estas citocinas se encuentran la Interleucina 2 (W-2), 1t-3, 11-4, 11-6 y el
Interferón y (IFN-y), entre otras. Estas, a su vez~ actuarán bien activando a los linfocitos B (11-
¡ 2, LL-4, 11-6), que proliferarán y se diferenciarán en células plasmáticas secretoras de
¡ Inmunoglobulinas (Igs), o bien activando a monocitos y macrófagos (1FN-y) sobre los que
inducirán la aparición de receptores para la región Fc de las Igs, aumentando así su capaci4ad
fagocítica específica (Gillis, 1989). Por otra parte la IL-2 controla el crecimiento de los linfocitos
1 T desde los que se ha originado (Meuer, 1984a) y es capaz de inducir sus propios receptores
¡ (Depper, 1985), dando lugar así a la proliferación celular autocrina y paracrina.
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¡ b) El segundo grupo de estimulos necesarios para iniciar la proliferación y diferenciación
del linfocito T son productos secretados por las APC: 11-1, 11-6, Factor de Necrosis Tumoral
¡ (TNIF-a). Ultimamente se concede mayor importancia a las moléculas de contacto entre APC
3 y célula T, destacando especialmente la interacción CD2S-B7 (Ward, 1996).
Desde otro punto de vista, se puede considerar el fenómeno de activación linfocitaria
dividido en dos etapas: una primera, de adhesión, donde aún no se ha dado el reconocimiento
U específico del Ag. y otra posterior, específica y dependiente del Ag, en la que se da las
¡ transducción de señales hacia el núcleo. En esta etapa, la molécula clave es el complejo
TCR/CD3 sobre la célula T.
¡ Durante la primera etapa (de adhesión) intervienen diferentes moléculas que pueden
1 contribuir a la acción celular por diferentes mecanismos: facilitando la interacción célula T-APC
(o sea promoviendo su adhesión), modificando la señal transmembrana iniciada vía TCR y/o
iniciando sus propios fenómenos de transducción (Weiss, 1989). Entre las moléculas que
j intervienen en la primera etapa se encuentran CD2, CD4, CD5, CD8, CDl Ia/CD18,
g CD28,CD43, CDS4. Las parejas CD2/CD58, CD1 Ia/CDl8/CD54, CD43/CD54 y CD5/CD72
aumentan la afinidad entre la unión de la célula T y su célula blanco (caso de las CTL) o entre
£ las células 1 y APC (caso del linfocito T cooperador) (Van de Velde, 1991; Vanderberghe,
¡ 1991). CD28, a través de su ligando sobre los linfocitos B (B7), aumenta la adhesión entre éstos
y el linfocito T (Koulova, 1991). CD4 y CD8 aumentan también la afinidad de la unión, pero sus
¡ ligandos son moléculas MMC: MHC-ll para los linfocitos T CD4 (Konig, 1992), y MHC-I para
3 los linfocitos T CD8 (Salter, 1990). Además, CD4 y CD8 al igual que CD2, CD5, CD43 y CD28
pueden transduccir señales hacia el interior celular por su relación con la proteina tirosín cinasap56 lck (Veillete, 1988).
¡ Otras moléculas implicadas en fenómenos de activación son CD7, CD26, CD44, CD45,
U CD69 y HLA-DR. Este grupo de moléculas se caracteriza por tener capacidad mitogénica para
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los linfocitos T, bien solas o unidas a otras sustancias capaces de activar la célula T (Carrera,
1988; Dang, 1990; Huet, 1989; Martorell, 1987; Testí, 1989; Odum, 1991).
Los datos actuales sugieren que la activación de la célulaT es el resultado de una serie
de señales liberadas hacia el interior celular tanto vía TCRICD3 como a través de otras
moléculas ; una vez superado el umbral de activación se movilizan proteínas reguladoras de la
trancripción de diversos genes que varían según el subtipo celular respondedor.
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Figura 9. Moléculas implicadas en la adhesión y la transducción de señales durante la
activación del linfocito T.
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¡ IL2.2.- ESTRUCTURA DE MOLECIJLALS IMPORTANTES EN LA ACTLVACIQ$ DE
LOS LINFOCITOS T.U De entre todas las moléculas conocidas que intervienen en la activación de la célula T,
U sólo algunas inducen proliferación celular en linfocitos de sangreperiférica. Entre ellas, las mejor¡ estudiadas en humanos son CD3, CD2, CD2S y CD28, cuya estructura bioquímica se expone
a continuación.
U
¡ 11.2.2.1.- TCR/CD3
El receptor para el Ag de los linfocitos T es el complejo formado por dos componentes:
U uno polimórfico y estructuralmente único para cada clon de células T (TCR), y otro
monomórfico, llamado colectivamente CD3.
- El receptor clonotípico (TCR) está formado por dos glicoproteinas unidas por puentes
disulíluroy estructuralmente semejantes a las Igs (poseen regiones constantes y variables al igual
5 que éstas). La forma del receptor mayoritaria en los linfocitos 1 es la formada por una cadena
¡ a (43 kDa) y otra 13 (49 kDa) (Meuer, 1983). Posteriormente ha sido descrito otro tipo de
receptor formado por las cadenas y8 (Hass, 1993). Cada uno de estos polipéptidos (a, 13, y,
U 8) contiene pequeñas regiones introcitoplasmáticas, lo que sugiere poca participación en la
¡ transducción directa de señales hacia el interior celular.
- El complejo CD3 está formado, por al menos, tres cadenas polipeptídicas diferentes
U (y, 8, c), asociadas no covalentemente con el receptor clonotípico a/fi o y/a TCR. Estas
¡ proteínas tienen un peso molecular (Pm) entre 16-28 kDa. Las cadenas CD3 y y 8 contienen
U sitios extracelulares de glicosilación, no así E. Estas tres cadenas, al igual que las cadenas
variables componentes del TCR, pertenecen a la familia de las Inmunoglobulinas y se han
U originado por duplicación génica (GoId, 1987; Tunnacliffe, 1987). Las porcionesU intracitoplásmicas de las cadenas que componen CD3 son considerablemente más largas que las
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de las cadenas que forman el TCR, en relación con el papel en la transducción de señales al
citoplasma (Ashwell, 1990).
Las subunidades CD3~ y CD3rj pueden formar, entre si, homo o heterodímeros. Los
dímeros <4 y ~, unidos por puentes disulfiuro, pertenecen a la familia de moléculas asociadas
al receptor para el fragmento Fc de las Igs: existe asociación de la cadena < con CD 16 en células
NK (Lanier, 1989) y con FccRI en mastocitos (Orloff, 1990). Es decir, que CD3? no es un
componente especifico de los linfocitos T, ya que se expresa también en celulas NK, ni tampoco
lo son CD38 o CD3c: se ha encontrado expresión de CD3Ó y e en células NK fetales lCR
negativas (Phillips, 1992).
La cadena 4 está implicada en la transducción de señales bioquímicas intracelulares
(Irving, 1991; Klausner, 1991), y también son capaces de transducción de señal las cadenas ~
y y-FccRI (Romeo, 1991). Se ha propuesto que existirán diferentes clases de receptor sobre
cualquier célula T debido a la diversificación de dímeros posibles entre las cadenas de CD3. Esto
hace probable el que distintas clases de receptor puedan activar a diferentes vías intracelulares
(Bauer, 1991).
H.2.2.2.- CD2
Es una glicoproteina monomérica de 50 kDa que facilita la adhesión entre la célula 1 y
APC (células T CD4~ cooperadoras) y entre linfocitos T y células blanco (linfocitos T
citotóxicos CDSj (Bierer, 1993). Además CD2 poseeun papel de transducción de señal (Hahn,
1993). En conjunto, las funciones de adhesión y transducción de señal favorecen una respuesta
más eficiente através de TCR/CD3, mejorando el contacto célula-célula y proporcionando una
señal sinérgica con la estimulación vía TCR/CD3 (Bierer, 1988b; Moingeon, 1989b).
La expresión de CD2 se restringe a células de linage T: se expresa ya muy
tempranamente en la ontogenia (más del 95% de timocitos) y se mantiene virtualmente en todas
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¡ las células T maduras y en la mayoría de las células NK (Moingeon, 1989a).
Se han definido tres epítopos en la porción extracelular de la molécula CD2: Ti 1.1,
¡ presente en todas las células T y relacionado con la unión a eritrocitos de camero; es el sitio de
U unión para LFA-3 (CD58) y CDS9. Ti 1.2, presente también en todas las células T, y Ti 1.3,
u expresado preferentemente en linfocitos T activados (Meuer ?1984b). Los ligandos fisiológicosde CD2 son CD58 (Dustin, 1987) glicoproteina de superficie ampliamente distribuida en células
U endoteliales, epiteliales, células del tejido conjuntivo y en la mayoría de las celulas sanguíneas
¡ (linfocitos T, linfocitos B, granulocitos y eritrocitos) (Springer, 1987), y CD59 proteína leuco
y eritrocitaria (Hahn, 1992).
U
11.2.2.3.- CD2S
Iicialmente definido por el anticuerpo monoclonal (mAb) 9.3 (Hansen, 1980), CD2S
es un homodímero de 89-90 kDa compuesto de dos subunidades de 44 kDa unidas por puentes
¡ disulfliro. En sangre periférica son CD28~ un 80% de los linfocitos 1: el 95% de las células
¡ CD4~ son CD28~, y aproximadamente, un 50% de las células CD8~ son CD28~ (June, 1990b).
Además un 5% de los timocitos inniaduros son CD3-CD28~ (Pierrés, 1990) y a medida que
U maduran aumentan su expresión de superficie, fenómeno que también se da tras la activación
¡ celular T (Turka, 1990).
El ligando fisiológico de CD2S es unamolécula denominadaB7, que es un Ag temprano
U de activación de los linfocitos B (Linsley, 1990). También se ha detectado mRNA de B7 en
¡ macrófagos, así como B7 de superficie tras la activación de las APC por IIFN-y (Freedman,
1991).
1 11.2.2.4.- CD25
¡ Aunque se han descrito fenómenos proliferativos del linfocito~ T independientes de 11-2
LuísM Allende Martínez
¡
U
U 11.2.- Introducción 48
¡ (Laing, 1988), en líneas generales la proliferación de la célula T depende de forma mayoritaria
de una adecuada producción de ]IL-2 y una correcta expresión de su receptor. Las células T al
¡ ser activadas por el Ag promueven no sólo su propia proliferación clonal, sino también la de
¡ otras células T que son activadas por el mismo Ag u otro relacionado, pero que no producen
¡ 11-2 (linfocitos T CD8~). Además, promueven la expansión de células previamente estimulada~
que expresan bajos niveles de IL-2R de alta afinidad (linfocitos T de memoria) y de células no
¡ T que expresan IIL-2R como son linfocitos B y timocitos (Minami, 1993).
¡ El receptor de 11-2 es único entre los diversos receptores existentes y puede estar
formado por 3 componentes diferentes: la cadena a (JL-2Ra), la cadena [3(IL-2R13) y la cadena
U y (IiL-2Ry). Los tres genes que codifican para los tres componentes del receptorde la LL-2 ya
¡ han sido caracterizados (Taniguchi, 1993).
¡ La expresión del gen IL-2Ra no se detecta en células T en reposo produciéndose su
inducción tras la activación de la célula T. El gen IL-2R3 se expresa constitutivamente en
¡ células T citotóxicas CD8* y no en células CD4 cooperadoras y es inducido también tras la
¡ activación de la célula T. JL-2Ry sin embargo se expresa constitutivamente en todas las células
linfoides (Takeshita, 1992), la cadena y es además parte común a otros receptores de citocinas
¡ como son: 11-4, 11-7, 11-9, 11-15 (Matthews, 1995).
¡ En humanos, la expresión de diferentes combinaciones de esos tres componentes
produce la generación de varias formas del receptor de la 11-2, mostrando cada uno de ellas
diferentes afinidades de unión para la ]L-2:
¡ -Receptor de alta afinidad: formado por las tres cadenas a, ¡3, y, es la forma que
U presenta la mayor afinidad por la IL-2 (Kd= 10” lvi).
-Receptor de afinidad intermedia: formado por las cadena 13 y y (Kd= 1 Q.9 M)
¡ -Receptor de baja afinidad: formado por la cadena a (Kcfr io~ M)
¡ Estudiosprevios demuestran que las cadenas implicadas en la transmisión de la señal de
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la IL-2 al interior celular son las cadenas [3y y (Nelson, 1994; Taniguchi, 1995) quedando
claramente demostrado en la inmunodeficiencia combinada severa ligada al cromosoma X (X-
SCID) que está originada por mutaciones en la cadena y (Noguchi, 1993). Esto provoca un
fenotipo severo tanto celular como humoral siendo el pronóstico fatal a menos que se produzca
un trasplante de médula ósea (Fischer, 1992).
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1L2.3.- CONSECUENCIAS FUNCIONALES EN LA. ACFIVACION DE LA CELULA T.
11.2.3.1.- ACTIVACION FISIOLOGICA A TRAVES DEL COMPLEJO TCR/CD3
La unión del Ag al TCR/CD3, con la intervención de otras moléculas accesorias, inicia
la transducción de señal y lleva a la célula T a su completa activación (expresión de Ags de
activación, como CD25, síntesis y secreción de linfocinas por las células T colaboradoras,
actividad citolítica en el caso de las CTLs, proliferación y expansión clonal).
Además, de por su ligando fisiológico, el TCR/CD3 puede ser activado por mAbs
(Tsoukas, 1985) o por lectinas (PIlA, Con A). En general, se acepta que la activación policlonal
de los linfocitos T utilizando mAbs anti-CD3 equivale a la activación fisiológica por el Ag
presentado por el MHC, que ocurre de forma clonal. Las lectinas actúan también como
activadores policlonales, pero uniéndose a diferentes moléculas de superficie, entre las que se
encuentran TCR/CD3 y CD2 (Chilson, 1989). Tanto la activación con mAbs como con lectinas
requiere que exista un entrecruzamiento del receptor, reflejando así la necesidad de interacciones
multivalentes entre el ligando y el complejo TCRICD3 para conseguir una óptima activación
(Manger, 1985).
Además, la capacidad funcional de los linfocitos T depende no solamente del TCR/CD3
sino también de las APC, que desempeñan varias funciones (Geppert, 1990):
- Inmovilización del mAb por la porción Fc de éste sobre la superficie de la APC. Esta
función puede ser mimetizada con mAbs anti-TCR/CD3 pegados a plástico o unidos a bolas de
Sefarosa. La forma inmovilizada del anticuerpo (Ac) sería análoga a la forma en la que el
péptido antigénico, unido al MHC, es inmovilizado en la superficie de las APC cuando es
presentado a los linfocitos T. Esto sugiere que la existencia del entrecruzamiento del recéptor
por el Ag, o por Ac inmovilizados, es importante para iniciar la activación. Alternativamente,
la estimulación con ligando inmovilizado, más que con ligandos solubles, puede servir para
prevenir la internalización del lCR y potenciar así la duración y magnitud del estimulo.
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- Función accesoria. Las células T en reposo son incapaces de producir IL-2 y de
proliferar en respuesta a lectinas mitogénicas o a mAbs anti-TCRICD3 inmovilizados, a no ser
que se añada 11-2 exógena (Tsoukas, 1985; Weiss, 1987). Es decir, para activar células T en
reposo vía TCRICD3 se necesita un estímulo adicional, proporcionado por las APC, para la
producción de 11-2. Este otro estímulo pueden ser factores solubles o moléculas de superficie
que interactúan entre el linfocito Ty la APC. Entre los factores solubles se sitúa la 11-1 (Mizel,
1982). En algunos sistemas experimentales, la función accesoria ha sido sustituida por ésteres
5 de forbol (PMA) (Hara, 1985a) o por 11-6 yAc anti-CD28 (Baroja, 1988).
Como consecuencia de la activación mediada por TCR/CD3 se producen en el linfocito
T una serie de eventos inmediatos o tempranos (a los segundos - minutos) y otros tardíos (a las
horas-días).
11.2.3.1.1.- FENOMENOS TEMPRANOS
La ocupación del TCR da lugar a la activación de una tirosín cinasa, probablemente la
p59 f~n, (Cooke, 1991) que activará la PLC por fosforilación (Weiss, 1991). Este fenómeno
inicial se ve fuertemente potenciado por la agregación local de los correceptores CD4 (o CD8)
y CD45 en las proximidades del TCR, probablemente debido a sus actividades fosforilasa (p56
lck) y fosfatasa (CD45) asociadas (Ledbetter, 1993). La PLC, a su vez, provoca la ruptura del
enlace fosfodiester de los inositoles bifosfato (11>2) originando inositoles trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG) (Isalcov, 1987b). El IP3 y el 11>4 (metabolito del anterior) dan lugar a un
rápido incremento de la concentración intracitoplásmica de Ca*+, tanto por la liberación desde
depósitos intracelulares (Imboden, 1985), como por la entrada desde el exterior celular (Kuno,
1987). Ambos fenómenos parecen deberse a la activación de los canales de Ca~~ por IP3 y IP4
(Gardner, 1989a).
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El DAG, a su vez, activa una proteína citosólica, la proteína cinasa C (PKC) que se
desplaza hacia la membrana donde adquiere su forma activa calcio-dependiente (Berridge,
1989). Estos efectos pueden ser mimetizados por agentes farmacológicos como los lonóforos
de Calcio (que posibilitan la entrada de Ca~ desde el exterior de la célula) y los ésteres de forbol
(análogos del DAG) (Chatila, 1989a). Existen varias subespecies de la PKC (a, 131, [32,y, 8,
e y ~). Los linfocitos T expresan principalmente las formas a y ¡3. Es posible que diferentes
subespecies de la PKC tengan distintas afinidades de sustrato y medien así diferentes respuestas
funcionales (Alexander, 198V).
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Figura 10. Activación del linfocito T.
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Además de la PKC (serina-treonina cinasa), existen otros sistemas enzimáticos con
actividad tirosina o serna /treonina cinasa implicados en la activación T. Tres tirosín proteín
cinasas diferentes han sido implicadas en la transducción de señal a través del complejo
TCRJCD3: p56 lck, p59 tVn y ZAP-70.
La p56 lck está sólo presente en linfocitos T y se asocia con las glicoproteinas CD4 y
CD8 (Veillette, 1988).
CDS y CD4 actúan como correceptores debido a la interacción con el propio ligando del
TCR: las moléculas de clase 1 y las de clase II respectivamente (Salter, 1990; Konig, 1992). En
definitiva, el reconocimiento del antígeno presentado por las moléculas de MHC requiere la
agregación fisica del complejo TCRICD3 con el correspondiente correceptor, siendo esta
interacción crucial para la activación de la célula T y para su maduración (Janeway, 1992).
En este complejo que se ha formado, la p56 lck que está asociada a CD4 o CD8 es
activada, resultando en la fosforilación de diferentes sustratos incluyendo la isoforma y-1 de
PLC (Weber, 1992). Diferentes experimentos han demostrado la implicación directa de p56 lck
en transducción de señal a través del complejo TCRICD3 (Strauss, 1992).
La p56 lck también se asocia con otras moléculas de membrana además de CD4 y CD8
como son IL-2R (Hatakeyania, 1991) y CD2 (Mariecardine, 1992), esto implicaría posibles
funciones en otras vías de activación.
La p59 fyn es otra tirosina proteína cinasa que presenta gran homología con p56 lck,
pero que se asocia al complejo TCRICD3 propiamente dicho (Samelson, 1990). Diferentes
estudios han demostrado su papel en transducción de señal a través del complejo TCR/CD3
(Cooke, 1991).
Finalmente, Zap-70 se expresa exclusivamente en células T y NK (Chan, 1992). En
células T, Zap-70 se asocia con componentes diferentes del complejo TCR/CD3 como son las
cadenas C, 8, e de CD3, pero sólo cuando esas moléculas han sido previamente fosforiladas.
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U Esto sugiere que Zap-70 seactiva en último lugar como consecuencia de la actuación previa de
otras tirosín cinasas (p56 lck, p59 &n), (Weiss, 1994). De hecho se ha demostrado
E recientemente el papel de pSE lck en la translocación y fosforilación de Zap-70 (Iwashima,
3 1994). En pacientes con déficit de Zap-70 (Arpaia, 1994), se impide la selección de células T
¡ CD8~ pero no de las CD4~ demostrando por tanto que esta tirosín cinasa está envuelta en los
últimos pasos del desarrollo celular T en el timo.
3 El campo de la transducción de señal a través del receptor antigénico se ha consolidado
¡ tras el descubrimiento de los JTAM(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) que son
motivos de 16 aminoácidos los cuales están presentes: en las distintas subunidades del complejo
3 TCBICD3, en el receptor de la célula B (BCR), en el receptor para alta afinidad de IgE (FceRI)
¡ y en el receptor para IgO de baja afinidad (CD 16). En el complejo TCR/CD3 hay una
distribución distinta de secuencias ITAM existiendo un motivo en todas las cadenas excepto la
cadena C que contiene tres. La funcionalidad de los motivos 11AM es servir como sitios de
¡ unión específicos para las proteínas tirosín cinasas Zap-70 y Syc (Chan, 1996).
g En la conexión entre TCR y PLC se concede un papel fundamental a las proteínas. tirosín
cinasas (p56 lck, p59 tVn y Zap-70) aunque no se descarta la intervención de un sistema de
¡ proteínas U (capaces de unir GTP/GDP) como intermediario (Cantrelí, 1994), no siendo anibos
1 sistemas excluyentes; así, se han descrito proteínas O asociadas a CD45 y p56 lck (Schraven,
1992), y otras implicadas en la activación del linfocito 1 como p2lras, que se ha demostrado
U regula la expresión de CD69 (marcador de activación de las células T, D’Ambrosia, 1994).
3 Considerando que ninguna de las subunidades del CD3 posee intrínsecamente actividad
tirosín cinasa, es posible que los dominios intracelulares de CD3 se asocien con una o más
tirosina cinasas citoplásmicas. Se sabe que ~ une al TCR/CD3 a diferentes rutas bioquímicas
1 intracelulares (Irving, 1991) y que existe asociación de ( con una tirosin cinasa, distinta de p59
3 t~n, que fosforilará a ~ (Chan, 1991); además <~ pertenece también al sistema de proteínas O; es
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decir, tiene capacidad para unir nucleótidos guanosina (GTP/GDP); (Peter, 1992). Se puede
pensar por tanto, que la interacción de CD3 ~ con tirosin-cinasas específicas, tirosin-fosfatasas
u otras moléculas pueda estar regulada por su posibilidad de unir GTP/GDP. Por otra parte, se
ha observado que complejos TCR/CD3 que carecen de C funcional pueden transducir señal al
citoplasma a través de CD3-yóc y originar liberación de 11-2 adecuadamente (Wegener, 1992).
Las fosforilaciones son un mecanismo básico para la modificación de las funciones
proteicas en células eucariotas y juega un papel central en la regulación de la función del
linfocito T tras su activación vía TCR. Se sabe por diversos trabajos (Chatila, 1988) que un gran
número de moléculas de superficie pueden ser sustrato de la PKC: CD3 y, 8, e, CD4, CD5,
CDÓ, CD7, CD8, CD 18, CD25, MHC-I y CD43.
Figura 11. Proceso de transducción de señal mediado por proteínas tirosín cinasas.
Considerando que la unión del Ag al TCR/CD3 implica también la unión de CD4 a
MHC-ll sobre las APC, esto activará a pSE lck que a su vez podría fosforilar a C (Chan, 1996;
Dianzani, 1992). Además la activación de la PKC causa fosforilación de la pSE, y tanto la p56
+
Fosforilación en tirosinas
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3 lck como p59 t~n son activádas por CD4S, molécula de superficie con actividad fosfatasa que
también es esencial en la activación T (Mustelin, 1992).
¡ El cómo las fosforilaciones proteicas regulan finalmente la expresión génica no está bien
1 establecido. Las fosforilaciones inducen cambios alostéricos conformacionales y electrostáticos
1 y éstos, a su vez, podrían regular las funciones transcripcionales de diversos factores (Hunter,
1992). Así, se ha propuesto que la fosforilación de CD3y está implicada en la autoregulación
1 del TCR (Krangel, 1987). También las fosforilaciones de CD3y pueden alterar o modular la
¡ señal transmitida desde TCR, y se sabe que algunas de las proteínas fosforiladas por ¡a PKC son
importantes en el proceso necesario para la activación génica (Alexander; 1989), así como que
E las fosforilaciones en tirosina son indispensables para la liberación final de 11-2 (Taniguchi,
¡ 1993; Taniguchi, 1995).
11.2.3.1.2.- FENOMENOS TARDíOS
¡ La cascada de fenómenos bioquimicos generados tras la estimulación del TCR activa un
g programa genético para el crecimiento de las células T y realización de sus diferentes funciones.
El programa de activación del linfocitoT incluye la activación transcripcional de gran número
1 de genes (Kelly, 1995), que se pueden clasificar como tempranos (dentro de las dos primeras
¡ horas de contacto con el Ag e incluye la activación transcripcional de protooncogenes y
citocinas) y tardíos (días después e incluye activación de genes como los de FILA-DR).
¡ a)
3 Minutos después de la activación del linfocito T se activan oncogenes celulares como
¡ c-myc, c-fos, c-jun..., que codifican para proteínas cuya función no es bien conocida en todos
los casos pero que probablemente controlen el ciclo celular. Se sabe, por ejemplo~ que
1 bloqueando la activación de c-myc se inhibe la entrada de la célula 1 en la fase de proliferación,
¡ y que los productos de c-fosjunto con los de c-jun, estan implicados en la activación del gen de
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3 la 11-2 (Shibuya, 1992).
1 b) CITOCINAS
Se produce la activación de genes de citocinas: desde la 11-2 a la lib-E, así como del gen
3 de IFN-y. Aunque todas estas citocinas participan en las comunicaciones intercelulares, sólo la
¡ 11-2 es responsable de la proliferación autocrina del linfocito T.
Tanto la activación del gen para la 11-2 como el de su receptor IL-2R son un
¡ prerequisito indispensable para la proliferación celular T. Aunque ambos genes son inducidos
¡ aproximadamente al mismo tiempo tras el estímulo inicial, hay claras diferencias en los
requerimientos de uno y otro en lo que a su inducción se refiere: tanto los ésteres de forbol
1 como los lonóforos de calcio, separadamente, pueden originar activación del gen de 11-2Ra,
1 pero son necesarios ambostipos de estimulos para la activación transcripcional del gen de la 11-
2; además, la 11-2 regula la inducción del gen de su receptor pero no la de su mismo gen; es
decir los requerimientos para la producción del receptor de la 11-2 son bastantes menores que
1 para provocar la síntesis de 11-2 que requeriría la señal co-estimuladora através de CD2S para
1 estabilizar los mensajeros de 11-2 y aumentar el nivel transcripcional de los mismos(Whittington, 1993).
¡ Se han descrito diferentes factores reguladores de la transcripción que se unen a las
3 regiones genómicas correspondientes de las regiones promotora y potenciadora del gen de la
11-2: NF-Al, Oct, NFkB, AP-!, fos y CD2SRE (Jain, 1995; Garrity, 1994). La inducción del
¡ gen de la 11-2 depende, por tanto de la síntesis, activación y/o translocación al ciclo celular de
¡ toda una serie de factores nucleares como resultado final de la cascada bioquímica de activación
1 (Figura 12).
La regulación transcripcional del gen de la IiL-2Ra necesita solamente una señal, que
1 pueda ser proporcionada por factores muy diversos: lonóforos de Calcio, ésteres de forbol,
¡ mAbs anti-CD3, anti-CD2 ó anti-CD28, 11-1, TNF-a e 11-2 entre otros (Isakov, 1987b;
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Kumagai, 1987; Bagnasco, 1989; Ledbetter, 1990; Lubinski, 1988; Lee, 1987; Depper, 1985).
Esto sugiere la existencia de diferentes secuencias reguladoras en el promotor del gen de la 11-
2R«, con respecto al de la 11-2, y una regulación menos estricta.
1L2Factor ~1>
Sitit..{ NF-AT
-300 -285 -255 -248 -134 -134 -93 -66 +1
Figura 12. Promotor de la interleucina-2.
11.2.3.2.- ACTIVACION A TRAVES DE CD2
Ciertas combinaciones de mAbs dirigidas contra CD2 pueden inducirproliferación IL-2
dependiente (Collins, 1994), cooperar en la formación de Ac (Meuer, 1984b) y en la actividad
citolítica específica (CTLs) o inespecífica (NX) (Siliciano, 1985), y además, algunas
combinaciones de Ac dirigidos contra determinados epítopos (Ti 1.2 + Ti 1.3) pueden originar
proliferación en ausencia de células accesorias (Olive, 1986). A diferencia de los mAbs anti-
TCR/CD3 sólamente algunas combinaciones de mAbs anti-CD2, dirigidas contra determinados
-206 -195 -133 -171 -164
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epítopos son capaces de estimular los linfocitos T.
La interacción de los estímulos apropiados con el receptor (CD2) de membrana dan
lugar, al igual que vía TCR/CD3, a secreción de 11-2, activación de la PKC (Bagnasco, 1989),
apertura de canales de Ca~ (Gardner, 1 989b), aumento del Cat# intracitoplásmico (Alcover,
1986), producción de segundos mensajeros de la vía de los fosfoinositoles (Pantaleo, 1987), y
diversas fosforilaciones proteicas incluyendo además la activación de pSE lck y p59 fyn (Carmo,
1993), entre las que se encuentran la fosforilación en tirosina de PLCy 1 (Kanner, 1992).
Aunque, se ha comprobado que la activación a través de CD2 da como resultado un patrón de
fosforilación de tirosinas y una cinética de fosforilación diferente respecto a cuando se usan
anticuerpos anti-CD3 (Hubert, 1993).
La interrelación entre la vía clásica (TCRICD3) y la de CD2 ha sido ampliamente
investigada. Así, lineas celulares T CD3/TCR son incapaces de ser activadas por mAbs dirigidos
contra TCR/CD3 ni contra CD2. Si se restaura la expresión de TCR/CD3 se recupera la
capacidad de activación de ambas vías (Moretta, 1987). Sin embargo TCRICD3 no depende de
CD2 para su funcionalismo. Es decir, que:
- La expresión del complejo TCRICD3 es necesaria para la transducción de señal vía
CD2 (Alcover, 1988). Aunque no se han analizado todas y cada una de las cadenas del
TCR/CD3 se sabe que CD3y no es imprescindible para la activación de células T a través de
CD2 (Pérez-Aciego, 1991) y que CD3 4 sí es necesaria para la transducción de señal víaCD2
(Howard, 1992).
- La expresión de CD2 de en superficie no es una condición necesaria para que
TCR/CD3 sea funcional (Moingeon, 1988). Esto no excluye el que existan señales aún ño
caracterizadas que a través de CD2 puedan influenciar la función de TCR/CD3 (Makni, 1991).
Así mAbs dirigidos contra TCR/CD~ y CD2 pueden actuar sinergicamente en la activación T
(Bierer, 1 988b), y no sólainente como resultado de una mayor adhesión intercelular a través de
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CD2/LFA-3 (Moingeon, 1991), sino también por señales activas generadas desde CD2 (Bierer,
1990).
La necesidad de expresión de TCR/CD3 sobre la superficie del linfocito T para una
función adecuada de CD2 está bien establecida en las células 1 maduras, pero también se ha
descrito que CD2 puede transducir señales de activación (dando lugar a un aumento de calcio
intracelular, desarrollo del programa citolítico y expresión de CD25) en células que carecen de
TCR(CD3 de superficie (Células NK CDTCD2~ y timocitos indiferenciados) (Siliciano, 1985;
Ohno, 1991). Tal vez, en estas últimas situaciones CD2 medie una señal de activación
directamente, ya sea por una vía de transducción diferente a la del TCR/CD3 o por interacción
con una molécula aún no conocida que funcione en lugar de los componentes del TCR para
activar la maquinaria de transducción. Al menos en el caso de las células NK y en líneas celulares
T Jurkat, CD2 utiliza los dímeros <4 para su activación (Howard, 1992).
11.2.3.3.- ACTIVACION A TRAVES DE CD2S
La activación a través del complejo TCR/CD3 es por si misma insuficiente para una
óptima producción de 11-2, se sabe que la co estimulación a través de CD28 juega un papel
critico en la activación de la célula T y en la prevención de anergia (Linsley, 1993).
CD2S interacciona con unamolécula situadasobre la superficie de las células B activádas
que pertenece a la familia B7 (B7-1, CD8O; B7-2, CD8E) cuya expresión se ve aumentada por
la agregación de MHC-ll (Koulova, 1991), así como por IFN-y (Freedman, 1991) y por 11-2
e IL-4 (Allison, 1994); mediante esta interacción se contribuye a la diferenciación de los
linfocitos B en células plamáticas secretoras de Igs (Damie, 1991). Además, la unión de B7 a
CD28 incrementa la producción de mRNA para 11-2 y, subsiguientemente, la proliferación 1
(Linsley, 1991).
Inicialmente, fue descrita la capacidad comitogénica de mAbs dirigidos contra CD2S y
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PHA (Lesslauer, 1986), postenormente se describió la capacidad comitogénica junto con inAbs
anti-TCR/CD3 y otras lectinas (Baroja, 1989), con ésteres de forbol (Hara, 1985b)y con mAbs
anti-CD2 (Van Lier, 1988). Su capacidad de aumentar la respuesta proliferativa unido a anti-
CD3 o a anti-CD2 no se limita a linfocitos B maduros, sino que se da también en timocitos
(Turka, 1990). Sin embargo, la activación a través de CD2S aisladamente no es mitogénicaper
se (no induce liberación de 11-2) a no ser que exista un alto grado de agregación de la molécula
(Ledbetter, 1990).
La señal originada desde CD2S sería diferente de la originada desde otras moléculas
accesorias como CDS y CD44, las cuales parecen actuar aumentando las señales transmitidas
por el TCR y no originar funciones diferentes de las iniciadas vía TCR/CD3. Es probable que
CD28 regule la activación de células T iniciando diferentes cascadas de señales que incluirían
la activación p21 ras y de la PI 3-cinasa (Nunes, 1994; Ward, 1993).
Por otra parte la vía iniciada a través del CD28 no parece depender de la modulación del
CD3 ni de la del CD2 (Ledbetter, 1990). Y según algunos autores las células T que expresan
CD28 no serían capaces de activar al gen de la 11-2 tras la estimulación via TCRJCD3, a no ser
que exista además interacción CD28/1B7 (Fraser, 1992).
El CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte A.ntigen 4) es una molécula homóloga a CD28
pero que sólo se expresa en células T activadas y parece estar implicada en el control de la
proliferación de las células T (Waterhouse, 1995; Tivol, 1995). Se ha descrito recientemente que
ratones deficientes en CTLA-4 mueren de un desorden linfoproliferativo muy agresivo, más
severo incluso que el asociado con el defecto en el ligando del Fas (FasL). La fUnción concreta
del CTLA-4 permanece oscura, aunque se sabe que anticuerpos anti-CTLA-4 no coestimulan
las células T pero si tienen efecto coestimulador cuando se añadenjunto con anticuerpos anti-
CD28 (Linsley, 1992). Parece ser, por tanto, que la señal coestimuladora de CD28 en principio
sería regulada negativamente por CTLA-4 (Allison, 1995)
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11.2.3.4.- ACTIVACION A TRA VES DE CD2S
Las citocinas son factores reguladores muy potentes de la función celular, siendo muy
interesante el mecanismo de transducción de señal a través de los receptores de dichas cifocinas.
En general, la mayoría de citocinas, interferones y hormonas de crecimiento se unen a sus
receptores y activan unasproteínas tirosín cinasas de la familia Janus (más conocidas como Jak)
las cuales a su vez fosforilan y activan distintos factores de transcripción conocidos como
STATs (Signal Transducers and Activators of Transcription).
Se conocen al menos cuatro tirosín cinasas directamente implicadas en la señalización
a través del receptor de la 11-2: p56 lck, SyK, Jakl y Jak3 (Karnitz, 1995). Recientemente se
ha descubierto que 11-2 e IL-4 al unirse a su receptor inducen la activación de las proteínas
tirosín cinasas Janus(Jakl y Jak3), más concretamente se ha visto que la cadena IL-2R13 posee
un dominio citoplasmático capaz de unir JAK1, y la cadena ]TL2Ry es capaz de unir Jak3
(Taniguchi, 1995). La estimulación con 11-2 provoca la asociación de los dominios
citoplásmicos de IL-2R13 e IIL-2Ry, esta asociación de cadenas que además aproximaría Jak 1
a Jak3 promovería la transmisión de la señal de activación de la 11-2.
Descubrimientos recientes muestran que alteraciones de Jak3 provocan un déficit severo
en la activación celular a través del receptor de la 11-2, produciendo al igual que en la cadena
IL-2Ry, SCID en huménos. Esto demuestra el importante papel de ésta tirosín cinasa en la
trasmisión de seña] a través del receptor de la IL-2 (Macchi, 1995; Russell, 1995) y del resto de
receptores de citocinas que contienen la cadena y como parte del receptor (11-4, 11-7, IL-9, .11-
15).
Tras los eventos tempranos, el proceso de activación continúa con la traslocación de
factores nucleares como son : nuclear factor of activated 1 celís (NFAT), Oct, activating
protein-1 (AP-!) y NIFkB donde ya en el núcleo se unen sobre secuencias identificadas del
promotor de la 11-2 induciendo la transcripción de diversos genes incluido el de la 11-2. (Jain,
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1995).
Figura 13. Componentes del receptor de la IL-2 y su mecanismo de acción asociado.
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11.2.4.- MOLECULAS INMUNOLOGICAS INDUCIDAS O REPRIMIDAS POR
RETINOIDES.
Los retinoides son capaces de inducir o reprimir la transcripción de genes mediante su
unión a receptores nucleares específicos (RAR, RXR) los cuales se asocian entre si formando
una variedad de dimeros que activan o reprimen la transcripción de diferentes genes diana sobre
los que ejercen sufunción.
La cantidad de genes controlados por los retinoides es amplia debido a su vez a la
capacidad de RAR y RIXR de controlar la expresión de otros genes que codifican para factores
activadores como los genes Hox, los protooncogenes y las proteínas unidoras de octámeros
relacionadas con el desarrollo (Boncinelli, 1991; de Groot, 1991; Okazawa, 1991).
La regulación transcripcional producida por RAR y otros receptores nucleares taníbién
ocurre mediante la interacción con factores antagonistas o sinergisticos de distintas familias de
factores transcrípcionales (como AP-1; Schúle, 1991).
11.2.4.1.- REGULACION DE LA TRANSCRIPCION DEL GEN DE LA IL-2.
La influencia de los RAR en la diferenciación y el crecimiento de la célula T se debe a
la capacidad del ácido retinoico de modular la expresión de los genes (humano y murino) que
codifican para la 11-2, que es el factor de crecimiento principal de las células T (Felli, 1991).
El promotor de la 11-2 contiene varios elementos de control (factores transcripcionales)
que requieren una previa activación para su funcionalidad por parte de la PKC y de las señales
liberadas como consecuencia del aumento del calcio intracelular (Fraser, 1993; figura 10).
Se ha descrito que la inhibición mediada por RARa en la activación del promotor de la
11-2 consiste en la represión del factor de transcripción AP-1, el cual media en las señales de
proliferación celular (de Grazia, 1994); a su vez se conoce que los diferentes retinoides
sintetizados químicamente tienen capacidadesvariables de inhibición del factor AP- 1 y por tanto
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3 diferente efecto anti-proliferativo (Fanjul, 1994).
¡ La nueva generación de retinoides con efecto anti-AP-1, es decir con capacidad anti-
proliferativa son la nueva terapia empleada en una gran variedad de procesos tumorales.
u¡ 11.2.4.2.- REGULACION DE LA TRANSCRIPCION DEL GEN DEL IFN-y.
El interferon-gamma (IFN-y) es una citocina inmunoreguladora de crucial importancia
¡ en la respuesta inmune inflamatoria. La expresión de IFN-y está restringida principalmente a
¡ linfocitos T activados, y su expresión puede ser regulada por una serie de compuestos como son:
la ciclosporina, los corticoesteroides y las prostaglandinas.
¡ También se ha demostrado; la regulación transcripcional negativa del promotor del IIFN-
¡ y por receptores del ácido retinoico (RAR); se cree que el mecanismo a través del cual el ácido
retinoico regula este proceso esvía segunda señal (CD2S) y no vía TCR, con lo que en este caso
se regula por ácido retinoico el elemento de respuesta a CD28 (CD28 RE); parece, por tanto,
f que los mecanismos reguladores por parte de los retinoides de la trancripción de estas dos
citocinas claves en la respuesta inmunológica son diferentes (Cippitelli, 1 99E).
¡ 1L2.4.3.- REGULACION DE LA TRANSCRIPCION DEL GEN DE LA CADENA [3DE
3 LFA-1 (CD 18).
Las moléculas de adhesión leucocitarias (LFA-1, Mací y piSO, 95) son miembros
¡ especia]izados de la fhmilia de las integrinas cuya expresión se restringe exclusivamente a células
£ del sistema inmune. Estas moléculas forman heterodímeros compuestos por una cadena a y una
¡ cadena [3.Hastael momento hay descritas 3 cadenas a llamadas: CDI la, CD1 íb, CDI lc y una
cadena I~ común conocida como CD 18.
¡ La importancia de las integrinas leucocitarias se demuestra en el déficit de adhesión
leucocitaria (LA])) donde mutaciones en el gen que codifica para CD 18 impiden la formación
Luis M AllendeMartínez
1
U
U 11.2.- Introducción E6
¡ del heterodímero disminuyendo o desapareciendo la expresión de las moléculas de adhesión
(LFA-1, Mac! y piSO, 95), lo que se traduce en una imposibilidad de las células del sistemau
1 inmune para llegar a los sitios de inflamación.
U El CD! 8 está regulado transcripcionalmente por el ácido retinoico. Esto se ha observado¡ en las células HL-EO (línea celular promielocítica humana); y la evidencia experimental se ha
confirmado al descubrirse en el promotor del gen del CD 18 la presencia de 10 sitios RARE,
1 estas secuencias representan sitios de unión para RAR que por su unión a ácido retinoico
¡ activaría la transcripción de esta molécula (Agura, 1992).
1 11.2.4.4.- REGULACION DE LA TRANSCRJiPCION DEL GEN DE LA MOLECULA
¡ ICAM-1.
Las moléculas de adhesión intracelular (ICAM- 1, ICAM-2 e ICAM-3) se unen a las
moléculas de superficie leucocitarias (LEA-1). Esta interacción de ICAM-l¡LFA- 1 modula una
3 gran variedad de respuestas biológicas como por ejemplo el reclutamiento de linfocitos activados
U y macrófagos a los sitios de infección, el reconocimiento por parte de las células T de antígenos
sobre las células presentadorasy la vigilancia inmunológica de los linfocitos T citotóxicos frente
1 a tumores
3 ICAM- 1 se expresa constitutivamente en pocos tipos celulares, pero su expresión se
induce rápidamente en muchas células como consecuencia de estímulos proinflamatorios como
1 son IL-!, TNF, IFN-y y
3 El ácido retinoico induce la expresión de ICAM- 1; el significado fisiológico de esta
inducción se desconoce, sin embargo el ácido retinoico se usa terapéuticamente contra el cancer
incrementando la expresión de ICAM-I lo que hace que las células tumorales sean más
3 susceptibles al ataque por parte del sistema inmune (Webb, 1991).
¡ Al igual que en el caso del CD1S, la capacidad del ácido retinoico de incrementar los
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niveles de niRNA de ICAM- 1 implican la existencia en su promotor de un elemento de respuesta
a ácido retinoico (RARE) que media su inducción a través de la formación del complejo RA-
RAR sobre dicha secuencia (Cilenti, 1995).
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U Los retinoides en general ejercen funciones muy importantes en la regulación,
diférenciación y homeotasis del desarrollo de los vertebrados; además, cada vez se implica más
a estas moléculas en el desarrollo y maduración de gran variedad de tipos celulares (incluidas
¡ las del sistema inmune), así como en el tratamiento de diversas patologías como son el cancer,
¡ las enfermedades dermatológicas y las inmunodeficiencias.
Por ello, en el presente trabajo, nos propusimos:
U a) Analizar el efecto del retinol en la activación de los linfocitos T humanos.
¡ b) Observar silos efectos del retinol “in vitro” pueden ser aplicados para el tratamiento de
patologías inmunológicas.
U De modo más especifico, nuestros objetivos fueron los siguientes:
¡ 1.- Establecer las condiciones experimentales óptimas (medio de crecimiento,
¡ sistema celular, dosis de retinol utilizado, tiempo de adicion de retinol) para estudiar
el efecto de los retinoides en la activación de los linfocitos T humanos.
2.- Analizar el efecto de los retinoides en las d~feren¡e vías de activación del
U linfocito T, en un grupo control de individuos sanos mediante la utilización de
3 antígenos y mitógenos, tanto de membrana (lectinas, citocinas, y anticuerpos
U monoclonales), como intracelulares (activadores de la PKC) y sus combinaciones.
3.- Caracterizar inmunológicamente la acción del retinol sobre linfocitos T
U per4téricos previamente estimulados vía CD3.
¡ 4.- Caracterizar (a nivel inmunoquímico, fenotípico y funcional) el sistema
inmune peqiérico de un grupo de pacientes con d~ferentes inmunodeficiencias
(primarias o secundarias) y estudiar el efecto “fn vitro” del retinol en los linfocitos.de
¡ estos pacientes y las posibles implicaciones terapéuticas del mismo.
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IV.t.- GRUPOS DE POBLACION
ESTUDIADOS
IV.1.1.- INDIVIDUOS SANOS
Se estudiaron un total de 32
individuos sanos de edades comprendidas
entre los 10 y los 45 años. Sin ninguna
patología en el momento de la extracción
sanguinea.
I~’.L.2.- PACIENTES ANALIZADOS
Como grupo de pacientes se han
seleccionado varios niños que presentan
diferentes inmunodeficiencias tanto
primarias como secundarias.
Dentro de
inniunodeficiencia
analizado:
los pacientes con
primaria hemos
- 3 niñas con inmunodeficiencia
variable común (CVI)
- 1 niño con síndrome de Wiskott-
Aldrich (WAS)
(CD3 y~)
- 1 niño con deficiencia de CD3y
- 2 niños y 1 niña con el síndrome
Papillon-Lefevre (SPL)
Respecto a los pacientes con
inmunodeficiencia secundaria estudiamos:
- 1 niña con anorexia nerviosa (AN)
Inmunodeficiencia variable común (ICV)
incidencia de tumores gastrointestinales y
fenómenos autoinmunes. En el 5002 de los
casos se encuentran alteraciones asociadas
de los linfocitos T. Se han estudiado tres
pacientes que se nombrarán como ICV- 1,
ICV-2 e ICV-3.
Síndrome de Wiskott-Aldrich (WAS)
El síndrome de Wiskott-Aldrich
(WAS) es una enfermedad que presenta una
herencia ligada al sexo (cromosoma X)
caracterizada por infecciones de repetición
que comienzan en el primer año de vida,
dermatitis (eczema) y diarrea sanguinolenta.
También presenta trombocitopenia asociada
a un tamaño plaquetario reducido y una
funcionalidad deficiente de sus plaquetas.
Los principales hallazgos
inmunológicos a nivel humoral son:
concentraciones bajas de IgM y de
isohemaglutininas (anticuerpos contra
antígenos del grupo sanguíneo), altas
concentraciones de IgA e IgE, niveles de
IgG normales o ligeramente disminuidos.
Estos pacientes además son incapaces de
producir anticuerpos específicos en
respuesta a antígenos polisacaridicos (un
fenómeno que se sabe es T-independiente),
mientras que la respuesta a antígenos
proteicos es normal.
La funcionalidad de los linfocitos T
está alterada ‘in vitro”: falta de respuesta en
la vía de activación del CD3; y en las
subpoblaciones linfocitarias se observa un
número reducido de linfocitos T CD4.
Esta inmunodeficiencia representa
un grupo heterogéneo de enfermedades,
familiares o esporádicas, caracterizadas por
una disfunción de las células B consistente
en bajos niveles séricos de inmunoglobulinas
e incapacidad de los linfocitos B para
diferenciarse en células plasmáticas.
Clíicamente los pacientes presentan
amenudo bronquiectasias (dilatación
bronquial) (generalmente debido a
infecciones por Giardia lamblia), alta
Déficit de CD3y
La alteración en la cadena CD3 y fUe
el primer caso en el que se conocieron las
bases moleculares de un defecto asociado al
complejo TCPJCD3 (Pérez-Aciego, 1991).
Los principales hallazgos
inmunológicos fueron, una disminución del
500/o del número de moléculas de membrana
del complejo TCR/CD3 asociado a un
número reducido de células vírgenes (CD4~
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CD45RA~) y de linfocitos T citotóxicos
CD8~.
La pérdida de CD3y también está
asociado a una disminución en la subclase
IgG2 y una defectuosa producción de
anticuerpos en respuesta a antígenos
polisacarídicos.
A nivel funcional se ha descrito
también una activación defectuosa del
linfocito T en respuesta a lectinas.
Síndrome Papillon-Lefévre (SPL)
El síndrome Papillon-Lefévre es una
enfermedad con una herencia autosómica
recesiva que se caracteriza por un cuadro de
hiperkeratosis palmoplantar y periodontitis
prepuberal, además en el 25% de los casos
hay una alta susceptibilidad a padecer
infecciones bacterianas.
En estos pacientes el fenotipo
celular T es anormal observando un
reducido número de células de memoria
(CD29~, CD45RO~) y una densidad media
de expresión disminuida de las moléculas
CD2 y LFA-1 (Góngora, 1994).
La activación celular T utilizando
diferentes mitógenos y sus combinaciones es
normal.
Anorexia nerviosa
La anorexia nerviosa (AN) es un
síndrome psiquiátrico bastante común entre
las niñas adolescentes. La AN se
caracterizqa por una reducción en la ingesta
de alimento (principalmente carbohidratos)
como consecuencia de un sentido de la
delgadez distorsionado.
El curso de la enfermedad está
además asociado con desorden en la función
neuroendocrina, deficiencias nutricionales,
stress y depresión.
En los pacientes diagnósticados de
AN se han observado distintas alteraciones
en el sistema inmunológico, aunque
sorprendentemente la mayoría de los
pacientes presentan un estado saludable y
libre de infecciones, en estados avanzados
de desnutrición sufren una serie de
características típicas de la enfermedad
como: amenorrea, pelo lanu~o, bradicardia,
fenómenos compulsivos e infecciones como
consecuencia de una alteración de su
sistema inmunológico.
Las principales alteraciones del
sistema inmunológico son: reducción en el
número absoluto de linfocitos que afecta
fundamentalmente a las subpoblaciones
celulares T CD4 y CD8, (disminución del
cociente CD4/CD8).
La respuesta funcional de los
linfocitos 1 también está alterada,
principalmente vía CD2. Algunos pacientes
presentan niveles séricos de
inmunoglobulinas disminuidos.
IV.2.- OBTENCION DE MUESTRAS
IV.2.1.- SUERO Y LEUCOCITOS DE
SANGRE PERIFERICA
De cada uno de los individuos
estudiados se extrajo sangre venosa al vacío
(sistema Venoject) con diferentes anti-
coagulantes (EDTA y heparmna) y sin ellos.
- La sangre con EDTA se utilizó por
una parte para las determinaciones de
moléculas de superficie por citometría de
flujo y por otra para la realización del
recuento de las células sanguíneas
(hematíes, plaquetas, granulocitos, linfocitos
y monocitos).
- De la sangre sin anti-coagulantes
se obtuvo suero mediante centrifugación
durante 5 minutos a 2.500 rpm
(revoluciones por minuto) en una centrífuga
Sorvalí. El suero se utilizó para las
determinaciones inmunoquimicas,
conservándose a 40 C y/o a -800C (para ladeterminación de CH100).
- La sangre hepariizada fue diluida
a la mitad en medio RPMI-1640 (Gibco,
Painsley, Reino Unido) suplementado con
1% de antibiótico (ampicilina 12,5 mg/mL,
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cloxacilina 12,5 mg/mL,
gentanxicina4mg/mL, fungizona 25 pg/mL).
La separación de células mononuclares de
sangre periférica (PBMC) se hizo mediante
centrifugación en gradiente de ficolí
(Lymphoprep, Nyegaard Co, Oslo,
Noruega): 6 mL de sangre diluida fUeron
colocados sobre 3 mL de Lymphoprep y
centrifugados durante 40 minutos a 1.800
rpm. Desde la interfase se aislaron los
linfocitos, que fueron después lavados dos
veces con medio RPMiI- 1640 durante 10
mm. a 1.200 rpm.
Posteriormente, los linfocitos se
resuspendieron a una concentración de 0,5
x 106 células/nt en el medio MMV (Gibeo,
Painsley, Reino Unido) suplementado con
un 1% de antibiótico y 1% de L-glutamina
200mM (Biowhittaker, Walkersvílle, MD).
W.2.2.- ORTENCION DEL MATERIAL
GENETICO
IV.2.2.1.- EXTRACCION DEL RNA
CITOPLASMATICO TOTAL
Básicamente se utilizó el protocolo
descrito por Sambrook, 1989:
-Para cada 10 a 30 millones de células se
obtiene un precipitado seco en un tubo de
1,5 ml.
-Se resuspende en 250 pL de tampón de
lisis (para romper las membranas celulares)
y 250 unidades de inhibidor de RNAasas.
-Se incuba en hielo 1 minuto.
-Se centrífuga a 14.000 rpm durante 2
minutos a 40 C
-El precipitado contiene los núcleos
celulares, y puede utilizarse para extraer
DNA. El sobrenadante, transparente, se
procesa para RNA de la siguiente forma:
-Añadir 250 pl de tampón de la proteinasa
K.
-Añadir 20 pl de proteinasa K (preparada a
lOmg/ml en Tris, pH 7,5; 20 mM)
-Incubar a 370 C durante 30 minutos.
-Añadir 1 volumen de fenol-cloroformo
(500 pl).
-Agitar vigorosamente e incubar 5 minutos
a temperatura ambiente.
-Centrifugar a 14.000 rpm durante 5
minutos a 40 C.
-Pasar la fase acuosa (superior) a un tubo
limpio.
-Repetir la extracción con fehol-cloroformo.
-Añadir 50 pl de Acetato sádico, pH 5,5;
3M.
-Añadir 1 ml de etanol absoluto y agitar
bien.
-Incubar a ~8OOC durante 30 minutos o a -
200 C toda la noche.
-Centrifugar a 14.000 rpm durante 20
minutos a 40 C y aspirar el sobrenadante a
vacio.
-Añadir 500 pl de etanol al 70% (pre-
enfriado a ~20ÓC), agitar suavemente y
volver a centrifugar 5 minutos.
-Aspirar el sobrenadante, secar el
precipitado y resuspenderlo en 20 pl de
agua bidestilada.
-Añadir 180 pl de TE a los 20 pl anteriores
+ 2 pl deMgCl2 1M + 2p1 de DTT 10 mM
(concentración final de 10 nWI y 0,1 mM
respectivamente).
-Añadir 200 unidades de inhibidor de
RNAasas.
-Añadir DNAasa de E coli para que quede
a una concentración final de 2 pg/ml.
-Incubar a 370 durante 60 minutos.
-Añadir 25 pl de EDTA lOOmM y 25 pl de
SDS al 2%.
-Añadir 250 pl de fenol-cloroformo y agitar
intermitentemente durante 5 minutos.
-Centrifugar a 14.000 rpm durante 5
minutos a temperatura ambiente.
-Pasar la fase acuosa a un tubo limpio.
-Añadir 25 pl de Acetato sódico, pH 5,2;
3M y 500 pl de etanol absoluto.
-Incubar a ~80o C durante 30 minutos.
-Centrifugar a 14.000 rpm durante 10
minutos a 40 C
-Lavar con etanol al 70 % pre-enfriado a -
20~ C.
-Secar totalmente el precipitado y
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resuspenderlo en 20 pl de agua bidestilada.
-Calcular la concentración midiendo la
absorbancia.
IV.2.2.2.- OBTENCION DE
COMPLEMENTARIO (cDNA).
DNA
El RNA monocatenario no sirve
como sustrato para la Taq-polimerasa y en
general para ninguna DNA polimerasa. Por
ello, para las amplificaciones por PCR es
necesario sintetizar una hebra de cDNA
usando como molde la hebra de RNA. Esto
se realiza en un volumen final de 20 pl que
contiene:
-0,2 a 2 pg de RNA citoplasmático total.
-5 unidades de inhibidor de RNAasas.
-1 mM de cada deoxinucleótido trifosfato
(dATP, dCTP, dGTP y dTTP).
-KCI 50 mM.
-Tris-CI 20 mM.
-MgCI2 20 mM.
-0,1 pg de oligo (dT)15 , que sirve como
cebador específico de los mRNA uniéndose
a la cola poli-A.
-100 unidades enzimáticas de transcriptasa
inversa (AMV).
Esta mezcla se incuba durante 1
hora a 420 C. Posteriormente se inactiva la
enzima por calentamiento (10 minutos a 650
C). Sin necesidad de purificación, el 25% de
esta mezcla se puede usar para una reacción
de PCR.
IV.2.2.3.- REACCION EN CADENA DE
LA POLIMERASA (PCR).
La PCR (Saiki, 1985) es un método
muy poderoso y sencillo para amplificar
fragmentos de ácidos nucleicos. La técnica
consiste en la repetición n veces de un ciclo
básico que consta de las siguientes etapas:
a) Desnaturalización de las hebras
del ácido nucleico.
b) Anillamiento o hibridación de los
cebadores.
c) Elongación o polimerización.
En la primera etapa, la muestra se
somete a altas temperaturas (93~970 C) para
separar las dos hebras del sustrato (DNA).
A continuación la temperatura baja lo
suficiente como para permitir la
renaturalización de las hebras (45~650 C). Si
en la disolución hemos puesto
oligonucleótidos complementarios de alguna
región del DNA a una elevada
concentración, la probabilidad de que
hibriden con la secuencia correspondiente e
impidan la renaturalización de las hebras es
bastante alta. A continuación, se vuelve a
aumentar la temperatura (68-72~ C) y la
DNA polimerasa puede iniciar la
polimerización usando como cebadores o
“primers” los oligonucleátidos elegidos por
nosotros, y como molde la hebra
complementaria de DNA. La elongación
ocurre en dirección 5’ a 3’, y la reacción
necesita también una mezcla de los cuatro
deoxinucleótidos trifosfatos (dNTP). Se
necesitan dos cebadores, uno en cada flanco
del fragmento que queremos analizar, y su
secuencia ha de ser complementaria a fa del
DNA sustrato en es zona. Además, las
secuencias de los oligonucleátidos no
pueden ser complementarias entre sí para
evitar que se autohibriden.
Con la utilización como DNA
polirnerasa de la Taq-polimerasa (obtenida
de la bacteria Thermnsaqualicus), capaz de
soportar altas temperaturas sin degradarse,
el proceso se pudo automatizar, ya que no
se necesitaba la adición de enzima después
de cada ciclo.
IV.2.2.4.-OLIGONUCLEOTIDO 5
UTILIZADOS.
A continuación se presenta una serie
de oligonucleátidos empleados para PCR en
este trabajo:
A) PCRcompetitiva de los mensajeros de
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IL-2 e LFN-y:
A. 1) Pareja de primers para
amplificar la IL-2:
Primer IL-2-5’: CAT TGC ACT AAG
TCT TGC ACT TGT CA
Primer W-2-3’: CGT TGA TAT TGC
TGA TTA AGT CCC TG
Con esta pareja de primers se
amplificaron las 305 pares de bases del
cDNA del gen de la ]TL-2 de las muestras
que se quiere conocer su concentración, y
452 del fragmento de DNA competitivo.
A.2) Pareja de primers para
amplificar el lEN-y:
Primer IFN-y-5’: GCA TCG TTT TGG
GTT CTC TTG GCT GTT ACT GC
Primer IFN-y-3’: CTC CTT flT CGC
TTC CCT GTT TTA GCT GCT GG
Con esta pareja de primers se
amplificaron las 427 pares de bases del
cDNA del gen del lEN-y de las muestras de
las que se quiere calcular su concentración,
y 570 del fragmento de DNA competitivo.
B) PCR de los mensajeros de los
receptores nucleares:
B. 1) Para la amplificación del receptor
RXRa se diseñó la siguiente pareja de
primers, a partir de la secuencia original
descrita por Manglesdorf 1990, cuyo
nombre y número de acceso son
respectivamente, HSRARLP-X52773:
Primer HRXRA-5’: GGG CAT GAG TTA
GTC GCA GAC
Primer HRXRA-3’: ACA AAG GAT GGG
CCC GCA GGC
B.2) La amplificación del receptorRARa,
se realizó con la siguiente pareja de primers,
a partir de la secuencia original descrita por
Brand, 1990; cuyo nombre y número de
secuencia son respectivamente, HSRARA1 -
X56057:
Primer FIRARA-5’: TTC TGA CTG TGG
CCG CTT CGC
Primer HRARA-3’: CTG TGT CCA TGT
GGC GTG GGC
B.3) Para la amplificación del receptor
RARy se diseñaron los siguientes primers,
apartir de la secuencia original descrita por
Krust, 1989, cuyo nombre y número de
acceso son respectivamente, HSHRARC-
M2485 7:
Primer 1-IRARGC-5’: CGG TGG AGA
CAC AGA CC CCA
Primer HRARG 1 -5’: GGG ACT CTC
ACA CCG CAG CTG
Primer HRARG1-3’: TGG TCA
TGG GGA CTT CAG
IV.2.2.5.- REACCIONES
AMPLIFICACION DEL cDNA.
GGC
DE
La mezcla de reacción pára
amplificar por PCR el cDNA constaba en
todos los casos de (volumen de reacción
1004):
-l¡g de cDNA
competitiva se
competidor)
-KCI 50 mM
-Tris, pHS,3; lO mM
-MgC~ 1,5 mM
-dATP 200pM
-dCTP 200 1iM
-dGTP 200 i.tNl
-dTTP 200pM
-Primer 1, 1 pM
(en el caso de la PCR
añadía también 1 gg de
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-Primer 2, 1 gM
-Taq polimerasa (Perkin Elmer Cetus, USA)
2,5 unidades
MO).
IV.4.2.- CITOFLUOROMETRIA
Las mezclas
amplificaron en un
automático (Perkin Elmer
antenores se
termociclador
9600).
IV.3.- DETERMINACIONES
INMUNOQUIMICAS
IV.3.1.-
TOTALES
INMUNOGLOBULINAS
La muestra de suero se utilizó para
la medición de los niveles séricos de Igs
(IgO, IgA, IgM) mediante nefelometría
cinética (Beckman, Brea, CA).
IV.3.2.- COMPONENTES DEL
SISTEMA DEL COMPLEMENTO
Los niveles de C3 y C4 se midieron
por nefelometria cinética. La actividad
hemolítica del complemento (CHIOO) se
midió mediante un ensayo estandarizado de
lisis de hematíes de camero (Actividad
hemolítica total del complemento, Ihe
binding Site Limited, Birmingham, Reino
Unido) con sueros control y problema.
LV.4.-. DETERMINACIONES
FENOTIPICAS
IV.4.1.- RECUENTO LEUCOCITARJO
TOTAL Y DIFERENCIAL
Para las PBMC aisladas se utilizó la
tecnica de inmunofluorescencia directa con
tres colores. Las PBMC se e~timularon con
anti-CD3, añadiendo retinol tras 36 horas de
iniciado el cultivo. Después de 3 días de
cultivo las células fueron marcadas con los
anticuerpos monoclonales correspondientes
(Tabla 1).
En el caso del análisis de las células
de los pacientes seleccionados se realizó el
marcaje con anticuerpos monoclonales en
sangre completamediante el sistema Q-prep
(Coulter). Este sistema lisa los glóbulos
rojos manteniendo, la morfología de los
leucocitos y los marcadores de superficie. El
panel de anticuerpos monoclonales
utilizados se detalla en la tabla 2.
Todas las preparaciones se
analizaron en un citómetro de flujo Epies
XL (Coulter, Hialeah, FL). Los resultados
se expresan en histogramas de fluorescencia
unidimensionales donde la abcisa representa
intensidad de fluorescencia en una escala
logarítmica (en unidades arbitrarias) y en
ordenadas el número de células (en unidades
arbitrarias) (Shapiro, 1988) o
bidimensionales donde tanto la abcisa como
la ordenada representa la intensidad de
fluorescencia correspondiente a cada
anticuerpo monoclonal utilizado con
fluoróforos diferentes pudiendo obtenerse,
según las combinaciones de anticuerpos
empleadas, las distintas subpoblaciones
linfocitarias.
Las muestras de sangre venosa se
analizarpn en un Coulter Counter S-plus
(Coulter Electronics, Hialeah, FL) para el
recuento total. 200 leucocitos se
diferenciaron en extensiones teñidas con el
colorante de Wright (Sigma, St. Louis,
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Tabla 1. Anticuerpos monoclonales_empleados
~j~cífic¡dad Fluoróforo
CD2 PE
CD3 Cy-5
CDI8 FITC
CD25 FITC
CD29 FITC
CD45RO PE
HLA-DR PE
para el marcaje de
Clon
SFCI3Pt2H9
MEMS7
1HT44H3
4B4LDC9LDHS
UCHL1
L243
PBMC aisladas
riicuiíc
Coulter
Caltag
DAKO
Coulter
Coulter
Becton-Dick.
Becton-Dick.
Tabla 2. Anticuerpos
sangre total.
Especificidad
Linfocitos T
¡nonoclonales empleados para el marcaje de células de
Fluoróforo Clon Fuente
CD2 PE SFCI3Pt2HP Coulter
CD3 Cy-5 MEM57 Caltag
CD4 PR SK3 Coulter
CD45RA FITC 2H4LDH1 1LDB9 Coulter
CD45RO PE UCHIL1 Becton-Dick.
CDS FITC SFCI21Thy Coulter
Linfocitos B
CD19 Cy-5 SJ25-CI Caltag
HLA-DR PE L243 Coulter
Linfocitos NK
CDI6 FITC DJI3OC Dako
CD57 FITC HINK-1 Becton-Dick.
Las células que presentaban
intensidades de fluorescencia por encima del
límite superior de la distribución del control
negativo se consideraron positivas. La
intensidad media de fluorescencia de las
células positivas se calculó
automaticamente.
IV.5.- DETERMINACIONES
FUNCIONALES EN PBMC
IV.5.I.- RESPUESTA
PROLIFERATIVA A MITOGENOS
Los linfocitos totales, aislados de
sangre periférica, se contaron en cámara de
Neubauer y se ajustaron a una
concentración de 0,5 x 106 células/nt en un
medio libre de suero (AIiMV) suplementado
con 1% de antibiótico y 1% de glutamina.
Los medios se esterilizaron mediante
filtración a través de Millipore OS de
diámetro de poro 0,22 gM. Se repartieron
en placa de 96 pocillos (Nune, Roskilde,
Dinamarca) añadiendo 160 gL de células
ajustadas a 0,5 x 106 (que equivale a 80.000
células por pocillo).
A continuación y por triplicado, se
añadieron los reactivos enumerados en la
Tabla 3 o sus combinaciones (Tabla 4).
En los experimentos en los que se
utilizaron retinoides, se añadió 20 1iL de
retinol o AT-RA a una concentración final
de i0~ Ma cada pocillo a las 48, 60 y 72
horas tras el inicio de cada experimento La
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incubación se realizó en una estufa con
humedad controlada, 5% de CO2 y a 37
0C
La proliferación celular se midió por
incorporación de timidina tritiada tras un
pulso de 18 horas con 1 pCi de 3H-timidina
por pocillo, midiéndose en un contador de
centelleo líquido LS 1801 (Beckman). Los
resultados son expresados como el valor
medio de los triplicados.
Los anticuerpos monoclonales IXE,
IOT3b y Leu-4 fueron utilizados
inmovilizándolos por previa unión del
anticuerpo al fondo. del pocillo tras
incubarlo durante 18 horas a 40C en Tris-
HCL 5OmM (pHS). Las placas con el
anticuerpo pegado fUeron lavadas 3 veces
con medio RPMI en el momento de su uso
para eliminar el anticuerpo no unido a la
placa.
análisis funcional
Concentrac¡ón final Fuente
Tabla 3. Reactivos utilizados en el
React¡vo Nombre
Anticuerpos Monoclonales
Anti-CD3 OKT3
iXE
10T3
IOT3b
Leu-4
Anti-CD28
Anti-CD2
Anti-CD26
Anti-CD69
Lectinas
Fitohemaglutinina
Pokeweed
Concanavalina A
Superantígenos
Enterotoxina A
Enterotoxina Cl
Esteres deforbol
Acetato de forbol
miristico
Interleucinas
Interleukina-2
Kolt-2
T11-I.1
TI1-1.2
Ta- 1
Leu-23
12,5 ng/mL
1:2000 final
0,04 ng/mL
5 ng/nt
10 ng/nt
1:600 final
1:600 final
0,2
1ig/nt
SOng/mL
7,5 pg/niL
PilA 1:100 final
PWM 1 ng/nt
ConA 10 pg/mL
EA 1 ng/nt
ECl 1 ng/mL
PMA lOng/mL
rIt-2 50 U/mL
Ortho
CLB
CLB
CLB
CLB
Coulter
Becton
Difco
Difeo
Ca]biochem
Serva
Serva
Sigma
Genzyme
LuisM Allende Martínez
IV.- Materiales y métodos
Tabla 4. Combinaciones mitogénicas utilizadas.
- TL-2 PMA anti-CD28
anti-CD3 + + + +
anti-CD2 + + + +
anti-CD26 - - +
anti-CD69 - - +
PilA + + +
PWM + - +
PMA + - +
IV.5a.-PRODUCCION
INTERLEUCINAS
DE
IV.5.2.1.- A NIVEL DE PROTEINA
Las PBMC se estimularon bajo las
mismas condiciones que las descritas para
los ensayos de proliferación célular. El
retinol se añadió a una concentración final
de i0~ M tras 36 horas de iniciado el
cultivo celular, en 2 dosis independientes
(cada 12 horas).
Después de 3 dias de cultivo los
sobrenadantes celulares se recogieron y las
citocinas producidas por esas células fueron
medidas por duplicado mediante un sistema
de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay). Las citocinas cuantificadas fueron
las siguientes: It-2, IL-4, 1t-6, It-lO (RD
system, Minneapolis,
(Endogen, Boston, MA).
e WN-y
IV.5.2.2.- A NIVEL DE RNA
Las PBMC se estimularon con ana-
CD3 bajo las mismas condiciones que los
ensayos de proliferación, en este caso el
retinol se añadió al cultivo cada 9 horas en
dos dosis independientes a una
concentración de 1 0>~ M. Las células se
recogieron tras 18 horas de cultivo y se
procesaron para la extracción del RNA
(Sambrook, 1989); el RNA citoplasmático
extraido fUe retro-transcrito a cDNA
utilizando la enzima AMV (Promega,
Madison, WI).
Figura 14. Secuencia del proceso de cuantificación de los mRNA de IL-2 e IFN-y
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Análisis del gel
Transcripción VOJDPCtId&
RNA reversa muestra — — — ——--~ <DNA ~ PCR ~ competidor — — t —
—
cuando cl radio es 1:1
xnucstra=conapctidor
IV.- Materiales y métodos 80
La cuantificación de los mensajeros
de IL-2 e IFN-y se realizó utilizando un
ensayo comercial competitivo MiLIVIICS
(Clontech, Palo Ato, CA; Figura 14).
Se empleó esta metodología ya que
la cuantificación de los niveles de RNA o
los cambios de niveles de éstos no pueden
ser fácilmente medidos debido a] aumento
exponencial del producto de PCR, donde las
pequeñas variaciones de los mRNA pueden
ser igualadas con un número alto de ciclos
de PCR. Para resolver este problema se
usan una serie de controles internos para
comparar la eficacia de la PCR en distintas
reacciones. Estos controles son fragmentos
homólogos al DNA que se va a amplicar y
emplean la misma pareja de cebadores, por
lo que funcionan como competidores. Las
amplificaciones las podemos detectar en el
gel de agarosa ya que el competidor de
DNA está diseñado para genéfar un
producto de PCR de un tamaño diferente
que el DNA problema.
Los cDNAs y los primers
sintetizados (ver materiales y métodos
sección IV.2.2) se utilizaron para PCR en
un termociclador automático (Perkin.Elmer
9600) con las siguientes condiciones:
- Desnaturalización inicial de 5 minutos a
950
- 30 ciclos de:
+ desnaturalización, 30 segundos a 950 C.
+ anillamiento, 30 segundos a 550 C.
+ extensión, 1 minuto a 72~ C.
- Extensión final de 5 minutos a 72<’ C.
Figura 15. Cálculo de la [atomolar] de los niRNAs de IL-2.
Como se observa en la figura 15, el
cálculo de las concentraciones de mensajero
se realizó en una gráfica cuyo eje X
representa el logaritmo de la inversa de la
concentración del competidor, y el eje Y la
relación IL-2/Competidor de las cpm
obtenidas al densitometrar el gel.
Las bandas obtenidas serán exactamente de
la misma intensidad (es cuando
conoceremos la concentración) cuando la
relación It-2¡Competidor sea igual al, se
interpola por tanto este valor en el eje Y y
IL-2
Mimic
6
5
4
3
2
1
o
—I 0 1 2 3 4
1,4
Iog ~[at Nl]
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obtenemos un valor de X de 1,4. La
concentración real será: 1/antilogl,4=O,04.
Este valor representa la concentración
atomolar (1 atomol=1018M), de los
mensajeros de IL-2 de PBMC estimuladas
con OKT3 en presencia de retinol.
IV.5.3.- ENSAYOS
FRAGMENTACION DE DNA
DE
Los linfocitos aislados (80.000) se
estimularon con anti-CD3 (OKT3, Ortho)
en presencia y ausencia de una
concentración io~ M de retinol, empleando
las mismas condiciones descritas que para
los ensayos de proliferación.
Las células se cultivaron durante 3
días y, posteriormente, se realizó el ensayo
de apoptosis mediante el estudio de la
fragmentación del DNA. El ensayo consiste
en marcar el DNA con loduro de propidio
(PI) (un producto que se intercala entre las
bases y es capaz de ser excitado por un láser
y emitir fluorescencia) en un medio
hipotónico (0,1% de citrato sódico, 0,1%
Triton X-I0O), tras este proceso las
muestras son analizadas por citometría de
flujo calculando el porcentaje de apoptosis
de cada muestra del siguiente modo:
1 OOx[incor¡xxueión de Pien la muestra a analizar (%)-incorporación espontñnca dc Pien las muestras sin estimular(%)
¡
[100%-incorporaciónespontánea de Pl en las muestras sin estimular(%)]
tomando los porcentajes de la región sub-G
0/G, (Figura 16).
Figura 16. Fases del ciclo celular, las células apoptóticas se sitúan en la fase sub G0/G1
Fase
G~/
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IV.6.- FUNCIONALIDAD DE
LINFOCITOS T-HVS
IV.6.1- INMORTALIZACION DE
LINFOCITOS CON HERPES VIRUS
SAIMIRI (HVS)
Las PBMC de los pacientes y
controles que se quieren inmortalizar con el
Herpes Virus Saimiri (HVS) se ajustaron a
una concentración de 5 x 1 ~5 células /nt en
medio RPMI- 1640 y medio CG (Vitromex,
Vilshofen, Alemania) (1:1) suplementado
con un 10% de FCS (Fetal Calf Serum), 1%
de L-glutamina, 1% de antibiótico y
1 pg/mL de PHA. A los 3 días de
estimulación, las células fueron
resuspendidas a 106 células/mL en un medio
que contiene 50 U/nt de IL-2 humana
recombinante (Boehringer Mannheim,
Alemania) y colocadas en placas de 24
pocillos (106 por pocillo; Costar,
Cambridge, MA). La infección se produjo
cuando se inoculó 1 mL del sobrenadante
producido por las células OMK (son células
de riñón del mono buho) que son las células
infectadas líticamente por el virus con HVS
cepa C 488.
Tras la inoculación las células se
cambiaron regularmente de medio de
crecimiento (medio RPMI- 1640 y medio
CG (1:1) suplementado con un 10% de FCS
1% de L-glutamina, 1% de antibiótico y
SOU/ml de rIL-2). Tras 3 meses de
crecimiento las líneas celulares estaban
completamente establecidas y presentaban
una morfología estable.
IV.6.2.- RESPUESTA
PROLIFERATiVA EN LÍNEAS T-HVS
Para este ensayo, las células
infectadas con HVS se mantuvieron en
reposo durante 1 semana (en un medio sin
rIL-2) se ajustaron a 250 x lo3 células/nt
en medio AIIM-y y se añadieron 160
1iL por
pocillo (40.000 células/pocillo);
posteriormente, se depositaron en placas de
96 pocillos donde previamente: se había
pegado IOT3b (a una concentración de 0,1
~tg/pocillo)y se crecieron durante 2 días, a
las 24 horas de iniciado el cultivo se añadió3H-timidina y se calculó la respuesta
proliferativa.
Para observar el efecto del retinol
sobre la respuesta proliferativa en esta línea
celular, se añadió retinol al inicio de cultivo
en 2 dosis independientes cada 12 horas.
IV.6.3.- SINTESIS DE RNAs
ESPECíFICOS DE RECEPTORES
NUCLEARES DE RETINOIDES
Las líneas celulares infectadas con
HVS se utilizaron para estimar la síntesis de
RNAs específicos de receptores nucleares
de retinoides.
Para ello, las células infectadas con
HVS se mantuvieron en reposo duradte 1
semana (en un medio sin ríL-2) se ajustaron
a 250 x io~ células/nt y se añadieron 160
pL por pocillo (40.000 céluas/pocillo);
posteriormente, se depositaron en placas de
96 pocillos y se crecieron durante 18 horas;
para estimar el efecto del retinol, se añadió
al inicio del cultivo en 2 dosis
independientes cada 9 horas. Se recogieron
las células, se eliminó el sobrenadante y se
extrajo el RNA citoplasmático (Sambrook,
1989), se realizó la retro-transcripción a
cDNA y se realizó una PCR con las
siguientes parejas de cebadores específicos:
HRARA-5’; RARa, amplificado de 1433 pb
HIRAIRA-3’
HRARGC-5’; RARy1, amplificado de 1173
HRARG1-3’
HRARAG1~5; RARy1,anipliflcado de 1391
HRARAG1~3
JIDj~Y3~5’. RXRy, amplificado de 1431
Los cDNAs sintetizados (ver
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materiales y métodos, sección IV.2.2), se
amplificaron por PCR, con los primers
anteriormente descritos, con las siguientes
condiciones de PCR:
- Desnaturalización inicial de 5 minutos a
950
- 25 ciclos de:
+ desnaturalización, 30 segundos a 950 C.
+ anillamiento, 30 segundos a 550 C.
+ extensión, 1,5 minuto a 72~ C.
- Extensión final de 5 minutos a 720 C.
Las bandas de amplifipación
específicas obtenidas pertenecientes a cada
pareja de primers se densitométraron,
observando así, si el retinol induce
diferencias en la síntesis de mensajeros de
los receptores nucleares respecto a las
células no tratadas con retinol.
Como control positivo de
amplificación se emplearon primers de 13-
actína.
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V.1.- PUESTA A PUNTO DEL SISTEMA DE ESTIMULACION CON RETINOIDES
V.l.1.- RETINOL-ACIDO RETINOICO
El retinol y el ácido retinoico (ver materiales y métodos) se han empleado para establecer
las condiciones óptimas de funcionamiento en el sistema celular diseñado, que consiste en células
mononucleares aisladas de sangre periférica (PBMC).
Aunque la molécula flincionalmente activa y última en ejercer las diversas fUnciones
biológicas es el ácido retinoico, el retinol en nuestro sistema celular ha mostrado ser más
eficiente que el ácido retinoico. El retinol en otros sistemas experimentales (keratinocitos; Chen,
1995) también es más potente, debido a su mejor forma de entrada en la célula y a su facilidad
de transpone hasta las proximidades del núcleo donde es oxidado a ácido retinoico.
Como se puede ver en la tabla 5, el efecto proliferativo del retinol es ligeramente mayor
que el del ácido retinoico sobre las PBMC estimulas con OKT3, posteriormente se verá como
se han establecido estas condiciones de crecimiento.
Tabla 5. Efecto del retinol y del ácido retinoico (1O-~ M) en la proliferación
celular (c.p.m.x IO-~) de PBMC estimuladas (OKT3) ~‘ sin estimular (Medio)
.
Estimulo\Medio AIM-V AIM-V+ROL AIM-V+AR
Medio 1,4 0.9 1,0
OKT3 33,0 70,4 65,4
AIM-V reprcscuta el medio decrecimiento compuesto por: 98% dc AJM-V, 1% dc
glutamina y 1% dc antibiótico, suplementado con retinol (ROL) o ácido retinoico (AR).
Un ejemplo representativo dc 5 realizados.
V.1.2.- MEDIO DE CRECIMIENTO LIBRE DE SUERO
Para lapuesta a punto del sistema celular fue necesario utilizar un medio de crecimiento
celular (AIM-V) libre de cualquier forma de retinoide y carotenoide, asi somos capaces de
controlar: el retinoide que queremos probar, su dosis y su tiempo de adición sobre las PBMC.
El medio de crecimiento utilizado (AIM-V) se trata de un medio libre de suero, es decir
lleva los requerimientos necesarios para emplearlo sin necesidad de suplementarIo con suero de
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ternera fetal (FCS), lo que es muy importante debido a que el FCS contiene distintas formas de
retinoides que nos haría incontrolable el sistema.
Para ello y como se muestra en la tabla 6 (ejemplo representativo), se probaron distintos
medios de crecimiento (no se muestran todos los resultados), observando en todos los casos
cómo en los medios de crecimiento donde intrínsecamente ya existía algún tipo de retinoide (es
el caso del medio RPMI que se suplementa con FCS, ver pie de tabla) su adición exógena según
las condiciones establecidas (ver posteriormente) no suponía efecto adicional. Por el contrario,
utilizando el medio de crecimiento AIM-V sí obtenemos diferencias claras al adicionar retinol,
en las PBMC estimuladas con OKT3.
Tabla 6. Efecto del medio de crecimiento utilizado sobre la proliferación celular
(c.p.m. x 1O-~) con y sin retinol io~ M (ROL)
.
Estimulo\Medio AIM-V AIM-V+ROL RPMI RPMI±ROL
Medio 1,4 0,9 1,3 1,3
0KT3 33,0 70,4 45,3 46,7
AIM-V representa el medio de crecirnicnto compuesto por: 98% dc AIM-V. 1% dc L-glutanuina
y l%de antibiótico. RPMI: 88% dc RPMI, 10% de FCS, l%de L-ghuamina y 1%de antibiótico.
Un ejemplo representativo de 5 realizados.
V.1.3.- TIEMPO DE ADICION
El incremento en la respuesta proliferativa inducido en las PBMC estimuladas con OKT3
fUe totalmente dependiente del tiempo al cual el retinol era añadido al cultivo (Figura 17):.’.
- si se añade al inicio del cultivo <Junto con el OKT3) no se produce incremento eñ la
respuesta proliferativa, es más se produce una pequeña inhibición de la proliferación celular.
- no hubo efecto adicional del retinol añadiéndolo sobre PBMC estimuladas con OKT3
tras 24 horas de iniciado el cultivo.
- la proliferación celular de las PBMC estimuladas con OKT3 aumenta significativamente
adicionando retinol transcurridas 48 horas del inicio del cultivo. A partir de ese momento se
añade una dosis cada 12 horas (hasta un total de 3). Las 3 dosis son necesarias ya que en el
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medio de crecimiento utilizado el retinol no está protegido por sus proteínas fisiológicas de
unión (RBP y TTR) con lo que es altamente lábil disminuyendo su bloactividad a la mitad en
menos de 24 horas.
Figura 17. Proliferación de PBMC estimuladas con OKT3 a distintos tiempos de
adición de ret¡nol 1W7M (a 0, 24 y 48 horas del inicio del cultivo). Las barras
representan la desviación estandard de los triplicados obtenidos en cinco donantes.
En las PBMC aisladas de 5 individuos sanos (tablas 5 y 6) se muestra que la adición de
retinol sin previa activación con OKT3 no induce proliferación, es la estimulación con OKT3
y la adición de retinol 48 horas tras el inicio del cultivo celular (en 3 dosis, una cada 12 horas)
lo que provoca la respuesta proliferativa vía CD3.
En los sistemas celulares establecidos donde se ha visto la importancia de los retinoides
en algún proceso celular, las pautas de adición de retinoides son variables en cada caso. En
ciertos modelos el efecto celular es apreciable cuando la adición de retinoides se produce en el
inicio del experimento (Garbe, 1992.), mientras que en otros sistemas es el retraso en su adición
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3 lo que supone la inducción del efecto (Ballow, 1996).
U V.1.4.- CONCENTRACIONES OPTIMAS DE RETINOL
U Los experimentos realizados han demostrado que las PBMC estimuladas con OKT3
U junto con la coestimulación continua de retinol en el cultivo produce un incremento siánificativo
de la proliferación celular. Para conocer cual es la concentración de retinol más potente a la hora
¡ de co-estimular las PBMC que se han activado previamente con OKT3 se ha realizado una
U cinética utilizando 9 concentraciones diferentes de retinol que van desde 1W M a ío’~ M
(Figura 18).
U El incremento de proliferaciónha resultado ser dosis-dependiente alcanzando el máximo
U entre las concentraciones de 10~ a 1O~ M, consiguiéndose la máxima capacidad proliferatiya de
u las PBMC a la dosis de io~ M; éstos resultados son coherentes con los obtenidos por otros
autores en timocitos humanos (Sidelí, 1988) y timocitos de ratón (Garbe, 1992).
E 40000-
U 30000- TI
u T¡ ~ .~ t
o 0 20000-
o.
• _ 1
1 10000-
eU _________________________________________________4> *
medio 0 -10 -9 -B -7 -6 -i -4 -3¡ Concentración de Retinol (Iog M)
E Figura 18. Cinética de proliferación de PBMC estimuladas con OKT3 a distintas
concentraciones de retinol, adicionadas 48 horas tras el inicio del cultivo. Las barras
U representan la desviación de los triplicados de 3 donantes sanos.Luis M Allende Martínez
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Por el contrario, las concentraciones muy elevadas de retinoides (10~ y io~~ M)
provocaron una inhibición en la proliferación celular debido al efecto tóxico que supuso para las
células.
Es muy importante resellar que las concentraciones óptimas que hemos establecido “in
vitro” son similares a las existentes “in vivo’ en sangre periférica (1-2 x 1&M).
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V.2.- EFECTO DEL RETINOL EN LAS VIAS DE ACTIVACION DE LOS
LINFOCITOS T
Sobre PBMC estimuladas con una serie de mitógenos y antígenos se testó el efe,cto del
retinol (tabla 7), añadiéndose al cultivo a distintos tiempos (a las 0, 24 y 48 horas de iniciada la
estimulación).
Tabla 7. Respuesta proliferativa a distintos tiempos de la adición del retinol (1O-~ M) en un
panel de mitógenos y combinaciones mitogénicas (c.p.m. x iO~ M)
.
Estímulo Sin ROL 48H-ROL 2411-ROL OH-ROL
Control 1,4 0,9 0,7 0,8
PMA 23,3 18,3 21,6 9,9
IL-2 21,9 17,8 23,6 10,0
EA 143,7 100,8 54,3 26,9
ECl 111,3 88,4 54,5 30,1
CD3 33,0 70,4 29,3 23,3
CD3+LL-2 50,1 76,1 51,6 43,8
CD3+PMA 91,1 66,1 55,8 48,7
CD3+CD28 54,1 85,4 52,1 47,4
CD2+IL-2 48,9 ¡ 46,9 40,8 21,0
CD2+PMA 46,6 29,5 27,8 21,5
CD2+CD28 52,7 45,7 35,5 26,0
CD2S+PMA 78,3 76,1 65,7 55,6
PIlA 64,6 54,2 21,1 14,1
PHA+LL-2 74,5 62,8 52,5 40,8
PHA+PMA 82,0 59,9 52,3 45,7
ConA 99,5 92,1 54,4 32,8
ConA±LL-2 109,3 96,4 72,5 55,0
PWM 24,4 19,9 14,6 13,1
PWM+PMA 36,1 29,7 27,6 24,9
Se muestra un ejemplo representativode los 5 realizados
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Tabla 8. Respuesta proliferativa de PBMC estimuladas con diferentes ¡nitógen.os enu ausencia de retinol (sin ROL) y en presencia de retinol (con ROL)
.
cpmxlo3a
Estímulo sin ROL con ROL p3 Medio 1.2+0.5 1.0±0.5 .N.S
PMA 11.8+6 10.1+5 NS.
rIL-2 13.0±5 10.5±5 NS.
EA 64.7±42 51.6±40 NS.3 ECl 39.3±30 33.4 +29 NS.
a-CD3 38.4±26 61.1 ±39 0.0042¡ a-CD3+ rIL-2 48.1±29 58.7+ 37 NS.
a-CD3 + PMA 65.3 + 38 56.9±34 NS.3 «-CD3+ a-CD28 54.3±42 72.9±47 0.0516
a-CD2S + PMA 72.3 + 42 66.3 ±43 NS.E a-CD26+PMA 79.5+42 71.3±41 NS.U a-CD69 + PMA 63.7 + 41 57.2±39 NS.
PIlA 84.7 + 50 86.8 + 44 N.S.¡ PHA+rLL-2 91.8+48 85.2+45 NS.
PHA+PMA 76.0±39 63.3+35 NS.3 ConA 189.0+64 153.5+49 0,015
PWM 15.4 + 9 15.8 + 10 N.S.3 PWM+PMA 29.8+ 14 25.8+13 N.S.
a-CD2±PMA 59.1+55 46.6+40 NS.3 a-CD2 + rIL-2 43.4 + 29 39.5 + 29 NS.
a-CD2 + a-CD28 68.9 + 55 62.4 + 48 N.S.¡ aLos resultados son expresados como media + desviacion estandard. 32 individuos sanos no
relacionados se ensayaron para cada estimulo excepto CD2 y sus combinaciones (1.6
U individuos). Los valores significativos de p se destacan en negrita, el resto representanno significativas (NS.).¡
En la tabla 7 se observa que la co-estimulación del retinol es efectiva sólamente
3 cuando se adiciona retinol 48 horas tras la estimulación de las PBMC con OKT3 y sus
¡ combinaciones (excepto OKT3+PMA).
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3 Por lo que, una vez establecidas las condiciones óptimas de co-estimulación
(utilización de retinol io~ M, y adición tras 48 horas de iniciado el cultivo) se procedió.a su
U ensayo en un panel de 32 individuos sanos no relacionados entre si (Tabla 8), observando
3 nuevamente el efecto del retinol cuando se emplea OKT3 y sus combinaciones (excepto
OKT3+PMA). Aunque sólo se consiguieron diferencias significativas cuando las PBMC se
estimularon con OKT3 en presencia de retinol, respecto a las células sin retinol. Ningún otro
U incremento se observó en las restantes combinaciones ensayadas al añadir retinol.
¡ Con la finalidad de asegurar que el efecto co-estimulador del retinol afecta sólamente
a la vía de activación del CD3, se testaron concentraciones subóptimas de todos los estímulosU y sus combinaciones con las condiciones establecidas de retinol previamente descritas; no se
obtuvo ninguna co-estimulación más del retinol sobre las PBMC activadas con los diferentes
U mitógenos probados (datos no mostrados).
E
1
¡
1
1
U
¡
1
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3 Vi.- EFECTO DE DIFERENTES ANTICUERPOS MONOCLONALES PARA
ACTIVAR VtA CD3: ESPECIFICIDAD DE LA ACCION DEL RETINOL.
U Para confirmar la co-estimulación del retínol en la activación a traves de CD3, se
1 ensayó un panel de 5 anticuerpos monoclonales anti-CD3 diferentes (Materiales y métodos)
¡ solubles y pegados a plástico según los casos. Con la característica que en ciertos casos estos
anticuerpos reconocen epítopos diferentes, observándose que el efecto del retinol no paréce
U ser especifico de la cadena que es reconocida por el anticuerpo monoclonal ni de su empleo:
¡ inmovilizado en placa o soluble (Tabla 9).
Tabla 9. Anticuerpos anti-CD3 utilizados.U Anticuerpo Epítopo Clon Subclase Forma de
ant¡-CD3 reconocido de IgG utilización3 OKT3 CD3yc+CD3Óe P3 IgG2a 5
iXE CD3Ó iXE Igol SyPU 10T3 CD3c X35 IgG2a 5
IOT3b CD3c UCHT1 IgGl P3 Leu-4 CD3c SK7 IgGl P
La forma dc utilización de los anticuerpos fue 5 (Soluble) y P (Pegado a plástico).
U La razón por la cual se pegan ciertos monoclonales a una placa es para que la
3 inducción de la proliferación sea más potente, debido a que los anticuerpos con subtipos
IgOl (subtipo de la inmunoglobulina a la cual pertenece el anticuerpo monoclonal de ratón
utilizado) tienen una menor capacidad para pegarse al receptor para Fc de inmunoglobulinas
¡ de los monocitos en PBMC fundamentalmente, produciendo una menor capacidad
proliferativa de esos subtipos.
Los 5 anticuerpos monoclonales anti-CD3 se testaron a diferentes diluciones para
E observar el efecto del retinol en la co-estimulación a través de CD3 sobre las PBMC de 3
3 individuos sanos (Tablas 10, 11, 12, 13, 14, 15).
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Tabla 10. Proliferación
XXE soluble en presencia
retinol (c.p.m.xlOfl
.
dil.1XE final sin ROL
Medio 3,0
1:2.000 49,2
1:5.000 51,5
1:10.000 56,7
1:20.000 49,8
1:40.000 45,3
1:100.000 39,2
inducida por
y ausencia de
con ROL
2,3
87,6
80,3
77,2
69,0
49,2
42,2
Tabla 11. Proliferación inducidapor
IOT3b pegado cii presencia y auseticia
de retinol (c.p.m.x103).
[IOT3b]nglmLIOT3b lOT3b+rol
Medio 1,6 2,2
50 148,] 124,2
10 113,2 122,6
5 106,3 121,4
2,5 36,5 41,1
1 8,4 7,3
0,5 7,9 5,8
Tabla 12. Proliferación inducida por
iXE pegado en presencia y ausencia de
retinol (c.p.m.x103).
dil.IXE final sin ROL con ROL
Medio 3,6 2,1
1:400 69,4 108,9
1:1.000 66,3 102,3
1:2.000 62,4 91,0
1:4.000 47,5 60,0
1:8.000 46,1 51,6
1:20.000 39,1 47,1
Tabla 14. Proliferación inducida por
1013 soluble en presencia y ausencia de
retinol (c.p.m.x103).
[10T3¡ng/mL sin ROL con ROL
Medio 3,1 2,3
2 42,9 53,6
0,4 47,1 75,9
0,2 48,4 76,2
0,1 50,5 79,8
0,04 47,3 91,4
0,02 59,9 91,6
Se muestran los resultados de un ejemplo
representativo de los 3 realizados.
Tabla 13. Proliferación inducida por
Leu-4 pegado en presencia y ausencia
dc retinol (c.p.m.x10~3).
[Leu-4]ng/mLsin ROL con ROL
Medio 4,2 3,1
50 11,7 10,5
10 17,2 14,1
5 15,9 12,9
2,5 15,3 11,7
1 9,2 8,8
0,5 7,1 4,0
Tabla 15. Proliferación inducida por
OKT3 soluble en presencia y ausencia
de retinol (c.p.m.x10~).
[OKT3lng/mL sin ROL con ROL
Medio 2,] 1,4
12,5 22,9 34,8
6,25 19,0 23,0
4,2 16,1 18,6
1,25 20,2 29,0
0,25 10,1 11,5
0,12 4,6 5,8
0,06 2,7 2,3
La respuesta proliferativa con los anticuerpos anti-CD3 testados fue favorablemente
influenciada porla presencia de retinol (excepto con Leu-4, que se conoce es el monoclonal
menos mitogénico de los ensayados). En la figura 19 se representan las concentraciones
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óptimas elegidas de anticuerpos anti-CD3 (en negrita en las tablas 10, 1], 12, 13; 14, 15)
donde se han observado mayores diferencias en la proliferación celular de PBMC
coestimuladas con retinol respecto a sin él.
Figura 19. Respuesta proliferativa de PBMCs estimuladas con diferentes
anticuerpos anti-CD3: A (Leu-4 pegado), B (OKT3 soluble), C (iXE soluble), D
(10T3 soluble), E (iXE pegado) y F(IOT3b pegado) en presencia y ausencia de
retinol (ROL) 10~7M. La figura es un experimento representativo de los 3 realizados.
120000
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1 V.4.- LA CO-ESTIMULACION PRODUCIDA POR EL RETINOL NO ES DEBIDA.
A UNA DISMINUCION DE LA APOPTOSIS.
£ Con la finalidad de esclarecer si el retinol incrementa la prolíferación linfocitaria a
3 través de acosta de inhibir la apoptosis inducida por esta vía, se realizó un ensayo de
¡ fragmentacion de DNA en 5 individuos sanos no relacionados. A la concentración de OKT3
ensayada(2 ng por pocillo) sólo un 4,7% de los núcleos celulares mostraban fragmentación
¡ en ausencia de retinol, mientras que la adición de retinol no supuso un aumento significativo
¡ (6,4%). Lo cual contrasta con el aumento significativo de la incorporación de timidina co-
estimulando esas mismas células en presencia de retinol (39,4%) respecto a con OKT3 sólo
1 (19,8%) (Figura 20).
¡
¡
¡
1
¡
a
u
3 Figura 20. Efecto del retinol en la inducción relativa de proliferación (columnas de
la izquierda) y en la apoptosis (columnas de la derecha) en PBMC estimuladas con
OKT3. La proliferación media relativa se calculó:1 1 OOx[incorporación de timidina con OKT3 (cpm)-incorporación espontánea (cpm)
]
[máximaincorporación de timidina (cpm)- incorporación espontánea (cpm)]
en 32 donantes sanos. El porcentaje de apoptosis se calculó como se describe en mat.U
y mct. en 5 donantes sanos.
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Por lo tanto, el aumento de proliferación celular al añadir retinúl a las PBMC
estimuladas con OKT3 no es consecuencia de una disminución de la apoptosis sino de una
verdadera proliferación celular, ya que no existen diferencias significativas en la apoptosis de
células estimuladas con OKT3 en presencia y ausencia de retinol.
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3 V.5.- EFECTO DEL RETINOL EN LA INDUCION DE CLTOCINAS
¡ Para conocer más en profundidad a través de qué mecanismos el retinol modula la
mitogénesis a través de CD3, se realizaron una serie de experimentos, para descubrir si el
1 aumento de proliferación celular de las PBMC estimuladas con OKT3 en presencia de retinol¡ está condicionado por el aumento o disminución de mediadores de la función inmune
denominados interleucinas
1
¡ V.5.1.- EFECTO DEL RETINOL EN LA INDUCCION DE CITOCINAS A NIVEL Dk
PROTEINA.
£ Sobre las PBMC de un panel de 10 individuos sanos no relacionados se induce la síntesis
y secreción de interleucinas a través de la estimulación con OKT3 en presencia y ausencia de
retinol (Materiales y métodos).
En los sobrenadantes celulares recogidos fueron cuantificadas una serie citocinas que
¡ pertenecen a dos fenotipos: fenotipo Thl (función inmune celular) y fenotipo Th2 (función
¡ inmune humoral).
Los resultados muestran un aumento no significatico de los niveles de It-2 e LEN-y
1 (fenotipo Th 1), mientras que en el resto de citocinas cuantificadas (IL-4, IL-6, IL- 10) no se han
3 observado diferencias claras.(Figura 22).
1 V.5.2.- EFECTO DEL RETINOL EN LA INDUCION DE CITOCINAS A NIVEL DE
RNA MENSAJERO
¡ Para confirmar los resultados obtenidos en la secreción de interleucinas a nivul de
proteína (IL-2 e IFN-y), se procedió a la cuantificación de los mRNAs de IL-2 e lEN-y
3 mediante el diseño de una PCR competitiva establecida entre el cDNA que se quiere cuantifiga~
¡ (IL-2 e IFN-y) y un fragmento de DNA homólogo (diferente para cada interleucina que se
Luis MAL/ende Martínez
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quiere cuantificar) que sirve de competidor, y que al conocer su concentración nos da la
concentración de los transcritos obtenidos (Materiales y métodos).
Realizando este ensayo se confirma que la producción de IL-2 e IFN-y es potenciada
por la adición de retinol a las PBMC estimuladas con OKT3, obteniendo en el caso de fa IL-2
un aumento de inducción de 20 veces en las células estimuladas con retinol respecto a las
estimuladas sólamente con OKT3 y de unas 50 veces en el caso de los niveles de RNA de IFN-y
estimulados de igual forma con retinol respecto a los que sólamente se estimularon con OKT3.
Figura 21. Efectos del retinol sobre la producción de citocinas en PBMC
estimuladas (OKT3) y sin estimular (Medio). Las barras representan la
desviación estandar de los duplicados de 10 donantes sanos.
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C-mimic (452 bp)>
11-2 (305 bp)>
MI M2 M3M4 MS M6M1 M2 M3 M4 MS M6 WM
II
C-mim¡c (570 bp)>
IFN-y(427 bp)>.
CON ROL
(0.36)
SIN ROL
(0.007)
Figura 22. (A) Los niveles de transcripción de IL-2 en PBMC, cuantificados mediante un
ensayo competitivo, se mejoraron 20 veces por la adición de retinol 107M. (B) Los niveles
de transcripción se mejoraron 50 veces en las mismas condiciones d&;cultivo.
Concentraciones del DNA competitivo: Mi, 10~ attomoles/jxl; M2, ío~ attomo¡esfd; M3,
10.2 attomoles/gl; M4, 1O~ attomoles/gl; MS, 1 attomoles/gl; M6, 10 attomoles/gI. Fin”
entre paréntesis representa la concentración en attomoles/gi.
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V.6.- EFECTO DEL RETINOL EN LA INDUCION DE MARCADORES DE
ACTIVACION DE LAS CELULAS T.
El estudio de una serie de marcadores de superficie de la célula 1, es otra forma de intentar
descubrir el mecanismo por el cual los retinoides producen sus efecto. Para ello una vez recogidos
los sobrenadantes para la cuantificación de interleucinas las células sobrantes se utilizaron para el
análisis de la expresión de marcadores de activación-adhesión característicos de células T: CD 18,
CD2, CD45RO, CD25.
La figura 23 muestra los resultados expresados tanto en forma de porcentaje de células
positivas (%), como de densidad media de moléculas por célula (M).
Las PBMC de un panel de 10 individuos adultos sanos no relacionados fueron estimuladas
con OKT3 en presencia y ausencia de retinol í0~ M. En la secuencia del promotor de CD1S
(cadena 13 de LFA-1) se conoce la presencia de RAREs (Agura, 1992), con lo que en principio
puede ser una molécula inducible por retinol.
La adición de retinol a las PBMC estimuladas con OKT3 mostró un aumento tanto del
porcentaje como de la media de expresión del CD1S. En todos los casos el CDI8 obtenido,
mostraba una pérdida de la población “dulí” tras la estimulación con OKT3 que se hace
gradualmente mayor tras la estimulación con OKT3-¡-ROL.
En el caso de la expresión de CD2 ningún efecto aditivo del retinol pudo ser demostrado
tras la estimulación de las PBMC con OKT3.
Por el contrario, tanto la proporción como la densidad media de moléculas por célula de
CD4S RO (un marcador de células T de activación/memoria) aumenta en las PBMC estimuladas
con OKT3 tras la co-estimulación con retinol, y este aumento es coincidente con la pérdida del pico
“dulí” (de baja densidad) del CDIS según se coestimula con 0K13 y con OKT3 +ROL.
Porúltimo, el retinol aumenta la expresión de la cadena a del receptor de la IL-2 (CD25)
sobre PBMC estimuladas con OKT3, estos resultados son similares a los publicados para
LuisMA1/ende Martínez
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MEDIO OKT3 OKT3 + ROL
100 fléé
.1 1 II 190 4000 •.1
1 4 10 100 1000
1 10 400 1000
Figura 23. Análisis por citometría de flujo de marcadores de superficie de PBMC después
de 3 días de cultivo mantenidas en diferentes condiciones: mantenidas cii medio libre de
suero (medio>, estimuladas con OKT3 (OKT3) o con OKT3 y retinol i& M (OKT3+ROL).
Los marcajes representados se han gateado sobre células CD3~, mostrándose el porcentaje
positivo y entre paréntesis la densidad media de expresión.
timocitos humanos donde el ácido retinoico media la inducción tanto de IL-2Rct y IL-2Rp (Sidelí,
1988; Sidelí, 1993).
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¡ V.7.- ESTADO INMUNOLOGICO DE LOS PACIENTES ANALIZADOS.
¡ Para este estudio contamos con una serie de pacientes que se han diagnosticado de una
inmunodefiencia primaria o secundaria.
£ La inmunodeficiencia primaria es la alteración que afecta a algún compartimento que
¡ pertenece al sistema inmunológico, mientras que la inmunodeficiencia secundaria afecta a algún
compartimento ajeno al sistema inmunológico pero que secundariamente es influenciado.
f El estudio inmunológico realizado a los pacientes ha consistido:
£ 1.- Análisis de las principales subpoblaciones linfocitarias
2.- Estudio de activación celular linfocítica
1 3.-Estudiodeinmunidadhumoral
¡ 1.- Análisis de subpoblaciones linfocitarias
m Respecto a las subpoblacioneslinfocitarias se evaluaron los marcadores principales(CD)
de linfocitos T, B y NK (Tabla 16):
¡ 1.1.- Linfocitos T
1 Hay una acusada disminución del porcentaje de células CD3 tanto en WAS como en
CD3y; en WAS es acosta fundamentalmente de la disminución del porcentaje de células CD8
¡ y en CD3y es debido a la disregulación del número de células CD4 (afectando graveménte
¡ también a las subpoblaciones CD4RA y CD4RO) y CD8, como se manifiesta en el elevado
cociente CD4/CDS.
¡ En dos enfermos de Papillon-Lefévre (SPL-1 y SPL-3) se encuentra disminuida la(3 subpoblación CD4~CD45RO~, que es característico de este tipo de patología. Y en AN
¡ encontramos una disminución de células vírgenes (CD4tD45RA~) y un cociente CD4/CD8
disminuido, que también es un hecho común a este tipo de malnutrición.
3 1.2.- Linfocitos B
3 Lo más importante es la ligera disminución del porcentaje de linfocitos B (CD 19) en los
Luís MA1/ende Martínez
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tres pacientes con inmunodeficiencia común variable (ICV).
A¡ 12.- Linfocitos NK
El número de linfocitos NK permanece normal excepto en dos pacientes (ICV- 1 y WAS)
¡ donde están claramente elevados.
¡ L- Estudio de activación celular linfocítica
Se observa como los pacientes diagnosticados de inmunodeficiencias más graves (ICV,
¡ WAS, CD3y) presentan graves defectos de proliferación celular frente a los mitógenos y
¡ antígenos testados, afectándo prácticamente a todas las vías de activación de la célula T. Por el
contrario, en el resto de los pacientes analizados las alteraciones en la activación linfocítica son
1 mucho más leves (Tabla 17).
¡ 3.- Estudio de inmunidad humoral
A] igual que en el caso anterior aquellos pacientes con inmunodeficiencias más graves
(ICV, WAS y CD3y) son los que sufren mayores alteraciones en la inmunidad humoral,
¡ presentando alteraciones muy importantes en la síntesis de inmunoglobulinas. El resto de
¡ pacientes tienen alguna alteración no significativa (Tabla 18).
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V.8.- EFECTO DEL RETINOL SOBRE LA ACTIVACION CELULAR LINFOCITICA
EN LOS INMUNODEFICIENTES.
El efecto del retinol se ha evaluado “in vitro” sobre la proliferación de PBMCs de 9 niños
que padecen algún tipo de inmunodeficiencia bien caracterizada, se han utilizado exactamente
las mismas condiciones de cultivo que para poner a punto el sistema de retinol (concentración
de retinol 1 07M, adición 48 horas tras el inicio del cultivo en 3 dosis una cada 12 horas).
~1
A la vista de los resultados se puede concluir que el retinol no tiene ningún efecto
adicional en la proliferación inducida por OKT3 en los pacientes en los que existe un defecto en
la vía de activación a través de CD3 (3 ICV, WAS, y CD3y’) debido a su mecanismo de
actuación a través de esta vía; por el contrario, en el resto de pacientes diagnosticados de
inmunodeficiencias (3 SPL y AN) el retinol si tuvo un efecto adicional importante en el aumento
de proliferación de las PBMC estimuladas con OKT3. Los resultados obtenidos se muestran en
la tabla 19.
Tabla 19. Efecto del retinol en la proliferación de PBMCs de pacientes diagnosticados de
diferentes inmunodeficiencias (c.p.m. x 1O~).
Paciente OKT3 OKT3+ROL
ICV-1 0,9 0,8
ICV-2 2,4 2,5
ICV-3 0,4 0,5
WAS 1,2 1,6
CD3y 29,6 28,5
SPL-1 43,3 87,5
SPL-2 15,5 32,3
SPL-3 19,2 52;3
AN 38,1 91,1
Controles sanos 38,4+26,0 61,1±39,0
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V.9.- EFECTO DEL RETINOL EN LA RESPUESTA PROLIFERATIVA flj LAS
LINEAS T-HVS.
El efecto co-estimulador del retinol obtenido en PBMCS estimuladas con OKT3 se ha
intentado confirmar sobre otro modelo celular, para ello los linfocitos T se infectaron con el
herpes virus saimiri (HVS) obteniendo líneas celulares 1 que permanecen en continuo
crecimiento en un medio dependiente de IL-2.
Para ello y como en el caso de las PBMC, se cuantificó la respuesta proliferativa de estas
líneas T-HVS cuando se estimularon con anti-CD3 (pegado a placa) en presencia y ausencia de
retinol. Fue necesario la utilización de un anticuerpo monoclonal anti-CD3 pegado a placa
(IOT3b) ya que en esta línea celular carecemos de células presentadoras, por lo que el proceso
de presentación debe ser mimetizado mediante la unión a placa del anticuerpo monoclonal.
Para cuantificar la proliferación celular se testaron 3 concentraciones diferentes de
IOT3b pegado (100 ng, 50 ng y 25 ng por pocillo), se comprobó que la dosis que mayor
proliferación producía era 100 ng empleandola sóla como en presencia de retinol (Tabla 20).
El efecto proliferativo del retinol sobre las lineas celulares T-HVS se produce añadiendo
el retinol desde el comienzo del cultivo en 2 dosis independientes cada 12 horas.
Tabla 20. Proliferación celular de las líneas
(cp.m. x lOfl
.
Línea HVS-1
[IOT3bJ - +
100 ng 21,4 64,4
50 ng 20,8 53,1
25 ng 19,0 47,6
T-LIVS a distintas concentraciones de IOT3b
HVS-3 IJVS-4
- + +
14,5 43,7 29,9 90,7 8,3
6,2 22,6 24,6 38,7 4,8
3,6 20,6 35,9 28,2 5,8
coestimulación empleando retinol 1 O~ M
HVS-2
+
11,8 82,9
7,8 24,7
6,9 12,9
- representa la no adición de retinol y + la
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En la figura 24 se representa la estimulación de las células T-HVS con 100 ng de IOT3b
9
por pocillo en presencia y ausencia de retinol observando claramente el efecto coestimulador del
retinol en las líneas T-HVS respecto a los linfocitos T-HVS sin coestimular.
Figura 24. Respuesta proliferativa de
con 100 ng de lOT3b en presencia y ausencia de retinol (c.pm.).
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U V.b- SINTESIS DE RNAs ESPECIFICOS DE RECEPTORES NUCLEARES DE
RETINOLDES EN LAS LINEAS T-HVS.U Una vez comprobado que el modelo celular T-HVS era válido y cumplía los
U requerimientos necesarios, se empleó para estimar la síntesis de RiMAs específicos de receptores
u nucleares de retinoides.
U
U
U
U
U
U Figura 25 Amplificación por PCR de transcritos de RARa en lineas T-HVS en
ausencia (4) y en presencia (5) de retinol 1O>~ M, respecto a un gen no inducible por
retinol como es la ~-actina.Las calles 3 y 6 representan los controles negativos deU
amplificación. WNI: marcador de peso molecular.
U Se quería comprobar sobre esta línea celular si la coestimulación con retinol induce la
U síntesis de mensajeros para los receptores nucleares de retinoides; en este caso no fue necesario
la estimulación con anti-CD3 al tratarse estas líneas celulares de cultivos que están
U continuamente activados debido a su crecimiento en un medio con IL-2. Para disminuir esta
U activación celular son mantenidas en reposo en un medio sin 11-2 durante una semana, de esta
U forma se imita el efecto del anticuerpo anti-CD3.
Como se presenta en la figura 25, se ha conseguido la indución del mensajero del
U receptor nuclear RARy, con lo cual el retinol puede tener capacidad de estimular la síntesis deu mensajeros específicos para su propio mecanismo de acción. En el resto de receptores nucleares
LuísM AllendeMarrinez
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probados no se observó ningún efecto por lo que se cree que debe de existir algún mecanismo
de control negativo que regule este proceso para que no se produzca un continuo dispáro de la
transcripción de los genes regulados a través de este mecanismo como es el caso de la
transrepresión producida a nivel de la piel (Fisher, 1996).
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En el presente trabajo, se ha estudiado el efecto del retinol en la vía de activación CD3
1 ¡
en PBMC y en líneas T-infectadas con el herpes virus saimiri de un panel de individuos sanos
U y de pacientes diagnosticados de diversas inmunodeficiencias.¡ Recientemente en numerosas publicaciones se ha evaluado el efecto del retinol sobre una
gran variedad de células inmunocompetentes incluyendo: timocitos (Garbe, 1992; Iwata, 1992),
U linfocitos T de ratón (Cantorna, 1994; Friedman, 1993; Racke, 1995), fibroblastos de pulmón
¡ humanos (Zitnik, 1994), timocitos humanos (Sidelí, 1993) e hibridomas de células 1 (lwata,
1992).
3 Aunque la acción de los retinoides sobre PBMC humanas ya se ha estudiado
¡ previamente, no se obtuvieron resultados suficientemente concluyentes (Abb, 1980; Sidelí,
u 1981). En este trabajo se ha tratado de confirmar la colaboración del retinol en la via de
activación CD3 de los linfocitos 1 a través de la potenciación de la síntesis de IL-2 e IFN-y así
¡ como el aumento de expresión celular de diferentes marcadores de superficie implicados en la
U activación y adhesión de las células 1.
¡ VI.1.- EL RETINOL ES UN CO-ESTIMULO IMPORTANTE EN LOS LINFOCITOS
3 T ACTIVADOS ESPECíFICAMENTE VtA CD3.
El papel coestimulador de los retinoides en la via de activación CD3 de las PBMC sé ha
demostrado utilizando tanto retinol como ácido retinoico mostrándose el primero más eficaz,
U a pesar de que es el ácido retinoico o alguno de sus isómeros conocidos (ácido 9-cis retinoico¡ y ácido 13-cis retinoico) el mediador último del efecto de los retinoides. La mejor flincionalidad
del tratamiento con retinol también se ha demostrado en otros sistemas experimentales, como
U es a nivel de keratinocitos, donde el retinol muestra una mejor capacidad de ser transportado a
¡ la región subcelular correspondiente (epidermis inferior) (Chen, 1995).
LuisM Allende Martínez
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¡ Datos contradictorios a nuestro estudio se han publicados respecto a la elección del
¡ retinoide para la estimulación celular: el ácido retinoico no tuvo ningún efecto sobre timocitos
de raton (Garbe, 1992), pero sin embargo fUe el retinoide utilizado para inducir el receptor de
3 la JL-2 (la cadena a) sobre timoblastos humanos (Sidelí, 1993). Además, ni el retinol ni el ácido
¡ retinoico han inducido ningún tipo de proliferación por si mismo en nuestras condiciones
experimentales lo cual no concuerda con los resultados obtenidos en timocitos de ratón.
U Los resultados obtenidos por otros grupos son ciertamente contradictorios entre sí y a
¡ su vez con los nuestros. Creemos, que no son comparables, por que el efecto de los retinoides
(dada su altísima especificidad de acción) va a depender de: la especie animal utilizada, la linea
3 celular o tejidos usados, el grado de diferenciación celular y la estrategia técnica utilizada (tipo
¡ de retinoide, dosis utilizada, tiempo de adición, medio de cultivo, tiempo de acción del
retinoide...).
El medio de crecimiento utilizado también se ha mostrado fUndamental en la activación
¡ de lacélula T, en la mayoría de los casos se emplea un medio de crecimiento suplementado con
U FCS, ya que éste contiene toda una serie de factores de crecimiento y hormonas, necesarias para
el crecimiento celular. Los componentes séricos esenciales incluyen a la albúmina que es
¡ importante en la estabilización y transporte de ácidos grasos y otros lípidos, la transferrina para
¡ la regulación del metabolismo del hierro e insulina para el control del metabolismo de
carbohidratos. También el retinol se ha descrito como un factor importante del crecimiento de
¡ células B, aunque en este sentido los datos son contradictorios con otras publicaciones
U (Blomhoff 1992; Buck, 1990).¡ A mediados de los años 50 se demostró que bajo ciertas circunstancias los medio
sintéticos podían reemplazar a los medios suplementados con suero. Los medios de crecimiento
U libres de suero representan una herramienta importante que permiten el cultivo de células bajo
¡ unas condiciones definidas por una formulación concreta.
LuísM A//ende Martínez
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¡ Estos medios están compuestos por toda una serie de nutrientes capaces de llevar a cabo
la proliferación celular sin suplementación sérica. La formulación de estos medios de crecimiento
¡ contiene proteínas naturales y proteínas recombinantes purificadas, factores de crecimiento y
• extractos de órganos y tejidos.
¡ El uso, en nuestro modelo experimental, de un medio de crecimiento adecuado (libre de
suero y libre de cualquier forma de retinoide), un tiempoespecifico de adición de retinol al
1 sistema y la evaluación de 32 individuos sanos así como 9 pacientes diagnosticados de diversas
¡ inmunodeficiencias, nos ha permitido establecer datos más concluyentes acerca del mecanismo
de acción de los retinoides.
1 En nuestro caso, el uso de un medio de crecimiento libre de suero no impide la respuesta
¡ proliferativa vía CD3, aunque si es importante destacar que esta respuesta es menor en el medio
AIM-V que en el medio suplementado con FCS (Tabla X). Esto podría ser explicado por la
ausencia en nuestro medio de cultivo de algún componente importante en la activación de la
¡ célula T como podría ser el retinol o bien otros factores de crecimiento.
U Se sabe que el retinol es utilizado por los linfocitos como precursor para uno o más
derivados de retinoides intracelulares, que mediarían el efecto del retinol posiblemente a nivel
¡ de la transducción de señal. El análogo que tiene más importancia es el ácido retinoico, esta
3 molécula derivada del retinol atraviesa el núcleo de las células blanco y se une a receptores
específicos de ácido retinoico provocando un incremento de la transcripción de determinados
¡ genes inducibles por ácido retinoico debido a la presencia de RAPEs en su promotor (figura del
3 metabolismo).
¡ La concentración óptima de retinol (y ácido retinoico) para la co-estimulación de PBMC
se ha estimado experimentalmente en 1O~ M, lo cual está en concordancia con los datos
E publicados previamente (Garbe, 1992).
¡ En las condiciones experimentales ensayadas el uso del retinol junto con la estimulación
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3 con anticuerpos anti-CD3 indujo una inhibición en la proliferación celular comparada con la
¡ obtenida con el anticuerpo sólo. Esta respuesta inhibitoria puede ser explicada por una
acumulación tóxica de retinoides en el medio de cultivo debido a su no consumición por parte
¡ de CRBP o RARPor ello, se ha observado la necesidad de una estimulación previa del complejo
¡ TCR/CD3 antes de la adición del retinol para la flincionalidad del sistema, con lo que la adición
del retinol se retrasó 48 horas tras la activación de CD3.
¡ Se sabe que los diferentes mitógenos inducen en las células T vías de activación
¡ bioquimicamente diferentes (Regueiro, 1994), por una regulación positiva o negativa de
segundos mensajeros. Por lo que se piensa, que la preactivación con anti-CD3 podría inducir la
1 síntesis de receptores nucleares específicos de retinoides (RAR, RXR) que el ácido retinoico
¡ utilizaría para activar un gran número de genes por la unión aRAREs específicos en su región
del promotor. Los resultados obtenidos en las líneas T-HVS también podrían explicar incluso
que el retinol tuviera la capacidad de en pocas horas inducir la transcripción de los propios
¡ receptores específicos (RAR) para el ácido retinoico necesarios para su mecanismo de actuación.
3 La ausencia de un efecto significativo del retinol sobre PBMC preestimuladas con otras
combinaciones mitogénicas aparte de CDZ, se ha confirmado no sólo en las condiciones
¡ experimentales descritas sino también empleando concentraciones subóptimas de los diferentes
1 estímulos. La especificidad del efecto sinergístico del retinol se ha testado con un panel de
¡ anticuerpos anti-CD3, mostrando en todos los casos, excepto para Leu-4, un efecto proliferativo
aditivo del retinol. La coestimulación inducida por retinol se obtuvo para el resto de anticuerpos
¡ anti-CD3 a la concentración indicada a pesar del epitopo distinto reconocido.
¡ A su vez, los resultados obtenidos en las PBMC se han confirmado utilizando otro
modelo experimental como son las líneas T-HVS, donde el retinol también ha mostrado la
1 capacidad de potenciar la vía CD3.
¡ El retinol ha mostrado un sinergismo significativo sobre la estimulación de PBMC
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1 previamente activadas con anti-CD3 de entre una gran variedad de mitógenos y combinaciones
¡ mitogénicas ensayadas, siendo el máximo efecto conseguido cuando las células fUeron
preincubadas con anti-CD3 y menor efecto utilizando la combinación CD3-f’CD28jPor el
3 contrario, se ha encontrado una inhibición significativa en células preactivadas con
¡ Concanavalina A.
Por otro lado, los ensayos de fragmentación de DNA realizados en PBMC han revelado
1 que en nuestras condiciones experimentales el retinol mejora la proliferación celular en vez de
¡ inhibir la apoptosis inducida vía CD3 (Bissonnette, 1995; Iwata, 1992; Yang, 1993) lo cual está
relacionado con la inhibición de la expresión del mRNA de Fas Ligando sobre célulaá 1 de
1 ratón, células leucémicas e hibridomas tras la estimulación con retinoides (Yang, 1995a).
¡ Fisiológicamente, la estimulación a través del TCR debe ser acompañada por una
1 segunda señal, para evitar que la célula entre en anergia o apoptosis, en condiciones fisiológicas
esta segunda señal es producida por la pareja B7/CD28. Mediante nuestro trabajo, se podría
¡ decir que el retinol tendría el efecto fisiológico de segunda señal en la activación de la célula T,
3 aumentando la capacidad proliferativa vía CD3 mediante el incremento de la producción de IL-2
tanto a nivel de proteína como a nivel de la estabilidad de la vida media de los mensajeros
¡ producidos, así como de influir en la síntesis del receptor de la IL-2 aumentando el efecto
1 proliferativo a través de la unión de la IL-2 con el receptor de alta afinidad (IL-2Rct Py).
¡ VI.2.- INDUCCION DE CITOCINAS Y MARCADORES DE ACTIVACION CELULAR
1 El efecto de los retinoides en la inducción de citocinas específicas ha sido ampliamente
¡ investigada (Cantorna, 1994; Carman, 1991; Racke, 1995; Saxon, 1993; Villa, 1993; Zitnik,
1994) en diferentes modelos celulares con resultados contradictarios.
¡ La mejora de la proliferación T vía CD3 inducida por el retinol puede ser explicada por
¡ una regulación positiva de la producción de 11-2 y/o IFN-y. En nuestro sistema experimental
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se cuantificaron una serie de citocinas en PBMC activadas con OKT3 en presencia y ausencia
y retinol, mostrándose un incremento no significativo en la producción de IL-2: e IFN-y.
También se ha comprobado en nuestro sistema celular un aumento en• la producción de
mensajeros de IL-2 e lEN-y, debido a la coestimulación con retinol que puede afectar tanto a
la vida media como a la estabilidad de los mensajeros producidos. No estando estos resultados
de acuerdo con los obtenidos en ratones deficientes en vitamina A, donde la producción de IL-
2(Cantorna, 1994) e IFN-y(Carman, 1991) se inhibe por el ácido retinoico.
Estos resultados contradictorios también sugieren que la acción del retinol es un
complejo mecanismo de combinaciones de diferentes factores, entre los que se incluye la línea
celular empleada y el tipo de retinoide. En nuestro sistema experimental, el retinol no afectó la
producción de IL-4, 11-6 e 11-10; resultados similares se obtuvieron para la producción de IL-6
en fibroblastos de pulmón humanos (Zitnik, 1994), por el contrarío el ácido retinoico parece
inhibir la inducción de IL-2 e IFN-y y potenciar la inducción de IL-4 sobre linfocitos murinos
(Racke, 1995).
Las moléculas de adhesión desempeñan un papel muy importante en la respuesta
inmunológica, son las encargadas en las células polimorfonucleares de su unión a endotelio, la
migración al tejido infectado y la unión al patógeno infectante.
En el caso de la expresión de una serie de moléculas importantes en el proceso de
adhesión como son LFA-1 (Agura, 1992), ICAM-1 (Cilenti, 1995) y CD45 (Sehiavone, 1995)
el retinol se ha mostrado regulador del aumento de su producción en membrana.
La presencia constitutiva de LFA-1 en membrana no supone que sea activa, sino que es
necesaria la estimulación de dicha molécula para su flincionalidad (Dustin, 1989), lo cual se ha
comprobado tras la estimulación de PBMC con 0K13 donde la densidad molecular de CDI 8
aumenta másen las células estimuladas con OKT3 que en las células sin estimular y más aún al
añadir retinol donde la gráfica se desplaza hacia alta densidad molecular (Figura X).
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Otra molécula muy importante tanto a nivel de la activación de la célula T como de
adhesion es CD45. Esta molécula se expresa en la superficie de todos los leucocitos (Saito,
1991), mostrando distintas capacidades de procesamiento alternativo en los exones que
codifican para el dominio extracelular, formándose como consecuencia distintas moléculas que
caracterizan distintas subpoblaciones de linfocitos (Smith, 1986). La isoforma CD4SRO se
expresa tanto en células activadas como en células de memoria.
CD45 juega un papel fUndamental en la activación del linfocito T, interacciona con p56
lck y con p59 fSm, y concretamente desfosforila p56 lck que está asociada tanto a CD4 cómo
CD8 inducciendo su activación (Amrein, 1988). Entre las fUnciones de CD45 también destaca
su participación en los procesos de adhesión celular donde se interrelaciona activamente con
LFA-l (Spertini, 1994). CD45 al igual que CD18 se ha mostrado también inducible al estimular
con OKT3 y más aún al añadir retinol (Figura X).
El reconocimiento de un antígeno por parte de la célula T, dispara una serie de procesos
que inicialmente provoca el aumento de afinidad de la célula T por la célula presentadora de
antígenos como consecuencia de la activación de una serie de moléculas como son LEA- 1,
CD45, ICAM- 1 y que finalmente concluye con la activación de la célula T.
Existen 2 vías principales de adhesión celular que implican tanto a LFA- 1 y a CD2. La
vía LFA- 1 es mínima en células en reposo siendo rápidamente incrementada por la activación
vía CD3 (Moingeon, 1991), mientras que la víade adhesión CD2 es óptima en células en reposo
no produciéndose cambios significativos tras la estimulación vía CD3 (Moingeon, 1989). El
mecanismo de actuación de ambas víaspuede damos datos importantes de la forma de actuación
del retinol en este sistema.
El retinol sinergíza con la primera vía de adhesión celular (vía LFA-l) aumentando la
proliferación vía CD3, favoreciendo la expresión de CD18 y mejorando la expresión de ICAM-1
(molécula retinoico inducible). Sin embargo, el retinol parece alejarse de la segunda vía,
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disminuye la proliferación vía CD2, y no se ha demostrado un aumento de expresión ni de
densidad de la molécula de superficie CD2. Por lo que incluso se podría cuestionar el sinergismo
en la vía de activación CD2 y CD3, pudiendo comprobar tanto con los datos de proliferación
(CD3 y CD2) como de la inducción de expresión de los marcadores de superficie (CD 18 y CD2)
que el retinol influye de forma distinta en la señales reguladas por ambas vias (Altin, 1994).
En nuestro modelo experimental hemos simulado “in vitro” un proceso de presentación
antigénica activando las PBMC con anticuerpos monoclonales anti-CD3 (via CD3) y co-
estimulando con retinol lo que supone:
- la estimulación con anticuerpos anti-CD3 equivale a la activación fisiológica por el
antígeno presentado por el MHC; que ocurre de forma clonal.
- la co-estimulación con retinol supone la mejora de este proceso de presentación debido
al aumento de expresión de marcadores de superficie de las células T (CD18, CD45RO, CD25)
implicados en la adhesión celular y en la activación linfocítica. Por lo que el reforzamiento de
la vía CD3 con la coestimulación con retinol puede llegar a ser importante terapéuticamente para
una respuesta inmune óptima frente a una serie de patógenos que disparen la respuesta inmune
celular.
VL3.- TRATAMIENTO T1~< VITRO CON RETINOLDES EN DETERMINADAS
- INMUNODEFICLENCIAS.
La confirmación que el retinol participa en el refUerzo de la vía CD3 se ha demostradó
en las PBMC de pacientes diagnosticados de diferentes inmunodeficiencias. Los resultados
muestran claramente que el retinol no colabora en el aumento de proliferación celular vía1CD3
en aquellos pacientes que tienen afectada esta vía de activación, mientras que aquellos que no
muestran alteraciones graves en esta vía el retinol si se mostró eficaz en su reforzamiento.
Por lo que en determinadas patologías (no asociadas intrínsecamente a defecto CD3) se
LuísM A/lende Martínez
VI.- Discusión í 22
podría recomendar su utilización como terapia anti-infectiva.
Básicamente la co-estimulación con retinol supone la mejora del proceso de presentación
debido: A) al aumento de expresión de marcadores de superficie de las éélulas T (CD 18,
CD45RO, CD25) implicados en la adhesión celular y en la activación linfocitica. B) inducción
de una serie de citocinas muy importantes en la regulación de la respuesta inmune. C) aumento
en la capacidad proliferativa de la célula T, específicamente vía CD3.
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¡ 1.- Se ha puesto apunto un sistema ½vi/ro”para el estudio dc la acción de los
‘1 retinoides en linfocitos periféricos humanos.
:1 ¡ 2.- Se ha observado que el re/mo! (y en menor medida el ácido retinoico,> es un
¡ importante cofactor en la estimulación de linfocitos Tpreviamente activados vía CD3.
Este efecto podría estar mediado por la inducción de receptores nucleares de ácido
retinoico especfficos (RAR y) como se ha observado en líneas 7’ humanas
1 inmortalizadas por el herpes virus saimiri.
¡¡ 3.- Se ha demostrado que el retinol induce una auténticaproftferación en células
previamente activadas vía CD3y no inhibe la posible apoptosis mediada por esta vía
11
3 4.- El aumento de pro!¿feración inducidopor retinol, sobre células activadas 0ía
¡ CD3 está mediado por al menos dos mecanismos: la inducción de la expresión en
superficie de moléculas de activación/adhesión (CD 18, CD43RO, CD2S) y el aumento
1 en la síntesis de interleucmnas tipo ThJ (IL-2 e lEN- y,).
1
5.- El retinolpierde sus efectos potenciadores en la activación de linfocitos T en
pacientes con inmunodefíciencias primarias que tienen defectos estructurales o
Jhncionales de la vía CD3. En cambio, sigue sinergizando con los monoclonales anti-
1.1. CD3 en aquellas inmunodeficiencias (primarias o secundar/as) que no tienen alterada
3 esta vía de activación. Por tanto, podría emplearse en la terapéutica de éstas últimas,
como un inniunopotenciador.
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¡ ¡XI.- ABREVIATURAS
¡ 9-cis RA: ácido 9 cis retinoico
13-cis RA: ácido 13 cis retinoico
1 Ac: anticuerpo
1 Ag: antígeno
AN: anorexia nerviosa
1 AP- 1: proteína activadora 1
¡ AP-1RE: elemento de respuesta a AP-1
APC: célula presentadora de antígeno
APL: leucemia promielocítica aguda
Ji AT-RA: ácido retinoico todo trans
¡ B-ct: ji-caroteno
CBMC: células mononucleares de sangre de cordón
1 CCECC: carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello
£ CD: ciuster (grupo) de diferenciación
¡ CD37: déficit de CD3y
ConA: concanavalina A
3 CRABP: proteína intracelular que une ácido retinoico
CREP: proteína intracelular que une retinol
CTL: linfocitos T citotóxicos
¡ CTLA-4: antígeno de linfocitos T citotáxicos
1 DAG:
£ DR: repeticiones directas
EA: enterotoxina A
¡ LuisM Al/ende Martínez
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IX.- Anexo 148
EBV: virus de Epste¡n Barr
EC 1: enterotoxina CI
ER: ésteres de retinol
Fas: CD95
FasL: ligando del Fas
FCS: suero de ternera fetal
FT: factores de transcripción
HRE: elemento de respuesta de hormonas específicas
14-HRR: 14-hidroxi-4, 14 retroretinol
HVS: herpes virus saimirí
ICAM: molécula de adhesión intracelular
ICV: inmunodeficiencia común variable
LFN: interferón
lg: inmunoglobulina
IL: interleucina
IL-2R: receptor de la interleucina 2
IP: inositol fosfato
LPS: lipopolisacárido
LRAT: Lecitina retinol acil transferasa
mAb: anticuerpo monoclonal
MHC: complejo principal de histocompatibilidad
NF-AT: factor nuclear de células activadas
NF-kB: factor nuclear kB
NK: natural killer
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IX.- Anexo 149
OKT3: anticuerpo monocional anti-CD3
PBMC: células mononucleares de sangre periférica
PCR: reacción en cadena de la polimerasa
FHA: fitohemaglutinina
PI: ioduro de propidio
PKC: proteína cinasa C
PLC: fosfolipasa C
PMA: acetato de forbol miristico
PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas
PWM: pokeweed
QM: quilomicrones
RAR receptor de acido retinoico
RARE: elemento de respuesta a ácido retinoico
RBP: proteína que une retinol
ROL: retinol
RXR: receptor de otros tipo de retinoide
RXRE: elemento de respuesta de retinoides X
SAC: Staphylococcus aureus de la cepa Cowan 1
SCm: inmunodeficiencia combinada severa
SK: sarcoma de kaposi
SPL: síndrome Papilion-Lefévre
STAT: señales activadoras de transcripción
TCR/CD3: receptor de la célula T
TGF: factor de crecimiento tumoral
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IX.- Anexo
‘[NF: factor de necrosis tumoral
TTR: transtiretina
UV: radiación ultravioleta
WAS: síndrome de Wiskott-Aldrich
LuisM Allende Martínez
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